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La respuesta de defensa en plantas involucra diversos mecanismos que permiten que 
la enfermedad sea una excepción. Las plantas son capaces de reconocer a los patógenos 
gatillando cascadas de señalización, las que utilizan segundos mensajeros como el ion calcio. 
La concentración de calcio libre en el citoplasma, la producción de ROS y la fitohormona 
ácido salicílico (SA), generan la reprogramación transcripcional de la planta. Entre ellas, el 
aumento en la síntesis de proteínas de respuesta de defensa de la planta (PRRs y PRs). El 
aumento en la demanda de síntesis y la acumulación de estas proteínas, genera estrés en el 
Retículo Endoplasmático, debido a la pérdida del balance entre la capacidad de plegamiento 
y la demanda de proteínas a ser plegadas. Para sobrellevar esto, la célula, activa la respuesta 
a proteínas mal plegadas (Unfolded Protein Response) lo que finalmente se traduce en el 
aumento de proteínas chaperonas que ayudarán a aliviar al RE. Se sabe que la activación 
continua de UPR genera daño celular irreversible y la posterior muerte celular programada. 
Es así que resulta esencial, una señalización dinámica y una fina regulación de este proceso. 
Los factores de transcripción WRKY7, -11 y -17 han sido descritos como reguladores 
negativos de esta respuesta y cumplen un rol clave en la respuesta de defensa basal. Una 
característica de estos factores es poseer un sitio de unión a Calmodulina (CaM), una proteína 
que al interactuar con Ca+2, regula la actividad de sus proteínas blanco. Esto datos nos 
sugieren que la regulación de los genes relacionados a UPR, mediante los factores WRKY7, 
-11 y -17; podría estar controlada por la unión del complejo Ca+2/CaM. De acuerdo a esto, 
en esta tesis se estudió la interacción entre los factores de transcripción WRKY7, -11 y -17 
con la proteína de unión a Ca+2, CaM, y su relación con la regulación de UPR durante la 
respuesta de defensa en Arabidopsis thaliana. Nuestros resultados indican que CaM 
interactúa con los factores de transcripción WRKY7, -11, -17 de una manera dependiente de 
Ca2+ y que esta interacción provoca la pérdida de la localización nuclear de los factores, 
además nuestros datos indican que esta interacción es necesaria para la correcta secreción de 
PR1 y se ve regulada durante la señalización gatillada por Flg22 y cuáles son los residuos 
necesarios para esta interacción. De esta manera nuestros resultados proponen que la 
interacción entre los factores WRKY y CaM, regula negativamente la función de los factores 
WRKY en el núcleo permitiendo una correcta homeostasis de retículo y el efectivo 




The establishment of plant immunity, involves diverse mechanisms allowing disease 
to be an exception. Plant are able to recognize pathogens triggering a signaling cascade using 
second messengers as calcium. The concentration of free calcium in the cytoplasm, ROS 
accumulation and the phytohormone Salicylic Acid (SA), leading to the transcriptional 
reprogramming on de plant cell. Among them, the increase in pathogenesis related proteins 
(PRs) synthesis. The increase in protein synthesis and accumulation of this proteins generates 
endoplasmic reticulum (ER) stress, due to the lost in the balance between demand and folding 
capacity. To counteract this situation, cells activates the Unfolded Protein Response (UPR) 
pathway recovering ER homeostasis by increasing the synthesis of chaperone proteins that 
promote the correct folding of some proteins. It is known that the constitutive activation of 
the UPR can be detrimental causing cellular stress and finally programed cell death. Thus, a 
dynamic and fine tuning of this signaling process is essential. WKRY7, -11 y -17 
transcription factors have been described as negative regulators of this pathway and play a 
key role in basal defense response. A main characteristic of this factors is a Calmodulin 
(CaM) binding domain, CaM interacts with Ca+2 and regulates the activity of its target 
proteins. This data, suggest that the regulation of the UPR genes by WRKY 7. -11 and 17 
transcription factors may be controlled due its interaction with Ca+2/CaM complex. Thereby 
the main goal of this thesis is to study the interaction between WRKY7, -11 y -17 and the 
Ca+2 binding protein CaM, and its relation with UPR regulation during defense response in 
Arabidopsis thaliana. Our results indicate WRKY7, -11 y -17 interact with CaM in a Ca+2 
dependent manner and this interaction causes the loss of the nuclear localization of WRKY 
factors, also our data indicate that this interaction is necessary for the effective secretion of 
PR1 and is regulated during Flg22 - induced signaling pathway and which residues are 
necessary for this interaction. In summary, the results obtained in this study allow us to 
postulate that the interaction between WRKY transcription factors and CaM negative 
downregulates the function of WRKY factor in the nucleus allowing a correct ER 







Debido a su naturaleza sésil, las plantas se ven expuestas de manera constante a una 
variedad de condiciones medioambientales adversas, que impedirán su correcto desarrollo y 
crecimiento. Entre de estas podemos mencionar factores abióticos como la alta radiación 
ultravioleta, temperaturas extremas, salinidad del suelo, escasez o exceso de agua, etc. Al 
mismo tiempo, se ven expuestas a estrés producido por factores bióticos, como ataques de 
insectos, hongos, virus y bacterias. Para poder sobrevivir a estos diversos tipos de estrés, las 
plantas han desarrollado sofisticados mecanismos para percibir estas señales externas y 
activar respuestas adecuadas a las condiciones ambientales, las que involucran la 
participación de fitohormonas como el ácido salicílico (SA), ácido jasmónico (JA), etileno 
(ET) y ácido abscísico (ABA) (Pieterse et al., 2009). 
Las fitohormonas son moléculas pequeñas esenciales para la regulación del crecimiento 
de la planta, su desarrollo y supervivencia. Cambios en la concentración o sensibilidad a estas 
hormonas pueden ser gatillados tanto bajo condiciones estrés biótico como abiótico y mediar 
una gran cantidad de respuestas adaptativas. Las fitohormonas como SA, JA, ET y ABA, son 
pequeñas moléculas endógenas que regulan principalmente las respuestas de protección de 
las plantas, tanto contra estrés de tipo biótico como abiótico, a través de acciones sinérgicas 
y antagónicas que se conocen como la señalización “crosstalk” o cruzada (Fujita et al., 2006). 
Adicionalmente, la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) ha sido propuesta son 
un proceso clave que es compartido entre las respuestas a estrés biótico y abiótico (Apel and 
Hirt, 2004; Torres and Dangl, 2005). Río abajo de la señalización hormonal, la cascada de 
proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK; mitogen-activated protein kinase) 
tienen un rol crucial en la respuesta a diversos estrés que es regulada tanto por la respuesta 
hormonal como por la señalización ROS, permitiendo la adaptación de la morfología 
fisiológica y la reprogramación transcripcional necesaria para la tolerancia al estrés y la 
resistencia a enfermedades (Jonak et al., 2002; Nakagami et al., 2005). Adicionalmente, otras 
moléculas han sido identificadas en las vías de respuesta a estrés y señalización hormonal. 
Por ejemplo la señalización por óxido nítrico (NO) y el ion calcio (Ca2+) juegan un rol 
fundamental en la respuesta de defensa de plantas, movimientos estomáticos y respuesta a 
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estrés por sequía, las proteínas quinasas dependientes de calcio o canales de Ca2+ de 
membrana son reguladas tanto por elicitores de patógenos como por hormonas como SA y 
ABA (revisado por Fujita et al., 2006) 
Cuando nos referimos al estrés biótico, los patógenos vegetales pueden ser clasificados 
en dos grupos de acuerdo a estilo de vida, necrótrofos y biótrofos. Los patógenos necrótrofos 
primero destruyen las células del hospedero y después se alimentan del contenido (Mengiste, 
2012) Por otra parte los biótrofos transportan nutrientes desde los tejidos vivos del hospedero 
sin desorganizar la pared celular (Schroth et al., 1981; Glazebrook, 2005). Existen también 
patógenos llamados hemibiótrofos los cuales presentan ambos estilos de vida dependiendo 
en qué etapa de su ciclo de vida se encuentren. El tipo de respuesta que se desencadenara y 
las vías que serán activadas dependerán de las características del patógeno invasor. Sin 
embargo el resultado final de esta interacción está determinado por tres factores claves, las 
características de patógeno, las propiedades del hospedero y las condiciones ambientales las 
cuales determinarán si la planta será resistente o susceptible. 
En esta tesis nos enfocaremos en la respuesta de defensa que establece la planta modelo, 
Arabidopsis thaliana, en respuesta a una infección por el patógeno bacteriano hemibiótrofo, 
Pseudomonas syringae pv tomato (Nomura et al., 2005) 
1.1. Mecanismos de defensa frente a patógenos (hemi)biótrofos. 
La respuesta de defensa al ataque por patógenos (hemi)biótrofos, se divide en  
mecanismos pasivos y activos. Los mecanismos de defensa pasivos, también llamados 
constitutivos, están compuestos principalmente por barreras estructurales y físicas que 
previenen la invasión potencial de patógenos y por esto son consideradas barreras pre-
invasivas. Por otro lado, los mecanismos de defensa activos o inducibles forman parte de una 
segunda línea de defensa post-invasiva que incluye procesos como lignificación, 
reforzamiento de la pared celular, deposición de callosa, síntesis de metabolitos secundarios 
y transcripción de genes de defensa, entre otros (Dong et al., 2008; Ingle et al., 2006). De 
esta manera, la infección se convierte en una excepción y sólo será exitosa si los mecanismos 
empleados no son suficientes para evitar la proliferación del patógeno en la planta. 
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La línea de defensa post-invasión consta de dos ramas del sistema inmune. El primero, 
conocido también como resistencia basal, utiliza receptores de transmembrana PRRs 
(Pattern Recognition Receptors) que reconocen patrones moleculares asociado a patógenos 
(PAMPs), de lenta evolución como flagelina (Flg22). Una segunda rama, la cual actúa al 
interior de la célula, utiliza proteínas del tipo NB-LRR que reconocen de manera específica 
efectores provenientes del patógeno para activar la respuesta de defensa. La respuesta 
mediada por proteínas NB-LRR es efectiva contra patógenos biótrofos o hemibiótrofos, pero 
no contra patógenos necrótrofos (Jones and Dangl, 2006). 
La respuesta basal de defensa requiere el reconocimiento del patógenos mediante PRRs, 
que reconocen PAMPs (Pieterse et al., 2009) generándose la activación de la inmunidad 
gatillada por PAMPs (PTI; PAMPs Triggered Immunity) lo que corresponde a la resistencia 
basal dado que es inespecífica y activada por elicitores comunes de patógenos microbianos 
(Jones and Dangl, 2006). Adicionalmente, los patógenos pueden codificar moléculas 
efectoras que son que son transportadas al interior de las células del hospedero, para suprimir 
esta respuesta basal o PTI (Zhang et al., 2007), lo que es conocido como susceptibilidad 
gatillada por efector (ETS; Effector Triggered Susceptibility). Un segundo tipo de inmunidad 
gatillada por reconocimientos específicos de efectores sintetizados por proteínas NB-LRR, 
generan una respuesta de mayor duración, conocida como inmunidad gatillada por efector 
(ETI; Effector Triggered Immunity). En esta respuesta, conocida como resistencia inducida, 
el efector denominado factor de avirulencia (Avr) es reconocido por un receptor específico 
(R), generando un reconocimiento del tipo R-avr (receptor- factor de avirulencia). ETI es una 
respuesta PTI acelerada y amplificada que generará resistencia a la enfermedad y usualmente 
gatilla una respuesta de hipersensibilidad (HR) en el sitio de la infección, provocando muerte 
celular programada del tejido afectado impidiendo de esta forma la propagación de 
microorganismos (hemi)biótrofos (Jones and Dangl, 2006). Adicionalmente, en los tejidos 
sanos ocurre una respuesta sistémica llamada SAR, que permite proteger a la célula de 
infecciones posteriores principalmente mediante la acumulación de proteínas con actividad 
antimicrobiana (Maleck et al., 2001) De esta manera la resistencia o susceptibilidad dependerá 
del balance entre la habilidad del patógeno para suprimir el sistema inmune de la planta y la 
capacidad de la planta de reconocer el patógeno y activar una respuesta de defensa efectiva 
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El desarrollo de PTI y ETI incluye primeramente, flujos de Ca+2 a través de la membrana 
plasmática y en el citosol, una rápida producción de ROS, la activación de la cascada MAPK. 
Además, una amplia gama de factores de transcripción que permitirá la síntesis de 
fitoalexinas antimicrobianas, PRRs y proteínas relacionadas a patogénesis o Pathogenesis 
Related (PRs) (Kombrink et al., 1993; Yoshioka and Shinozaki, 2009), el reforzamiento de 
la pared celular por deposiciones de callosa, lignina y glicoproteínas ricas en hidroxiprolina 
(HRGPs) junto con la producción de inhibidores de proteasas y enzimas líticas como 
quitinasa y glucanasa que tienen la capacidad de atacar la pared celular del patógeno (Lamb 
et al., 1989; Dixon, 1986; Dixon et al., 1990; Krinke et al., 2007). Además genera la 
activación de las vías de señalización que favorecen la síntesis de SA y ROS, tanto en el sitio 
de la infección como en los tejidos distantes (Jones and Dangl, 2006; revisado en Pieterse et 
al., 2009).  
1.2. Rol del ácido salicílico en la respuesta de defensa. 
La regulación de esta red de defensa que traduce los eventos tempranos de señalización 
inducidos por el patógeno, depende de la acción de SA, JA y ET (Caarls et al., 2015). 
El rol central de SA en la respuesta de defensa a patógenos (hemi)biótrofos, ha sido 
demostrado genéticamente en especies modelo como Arabidopsis thaliana y Nicotiana 
tabacum, de las cuales existen líneas transgénica que presentan alteraciones en la biosíntesis 
de esta hormonas. Esto permitió establecer que la respuesta de defensa tanto a patógenos 
biótrofos como hemibiótrofos está regulada por SA (Gaffney et al., 1993; Wildermuth et al., 
2001; Friedrich et al., 1995). Adicionalmente, ha sido descrito que la aplicación de SA o sus 
análogos funcionales BTH (benzothiadiazole S-methylester) e INA (2,6-dichoroi- 
sonicotinic acid), es suficiente para gatillar una respuesta de defensa similar a SAR, 
protegiendo la planta contra posteriores infecciones e incluso en algunos casos tiene la 
capacidad de convertir una respuesta de susceptibilidad en una de resistencia (Cao et al., 
1994; Delaney et al., 1994; Lawton et al., 1996). 
La síntesis de la fitohormona SA ocurre por dos vías. Una de las vías que participa en 
este proceso es la vía de los fenilpropanoides que es responsable de la síntesis rápida de SA 
y se encuentra asociada a la muerte celular a nivel local. Por otro lado, la vía del isocorismato 
es la principal vía de síntesis sostenida de SA, la cual permite desarrollar SAR (Wildermuth 
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et al., 2001). Esta última otorga protección frente a posteriores infecciones causadas por una 
gran variedad de patógenos (Durrant and Dong, 2004; Chen et al., 2009). 
La respuesta de defensa mediada por SA está dada mayormente por su habilidad de 
activar transcripcionalmente genes de defensa (Blanco et al., 2009; Cao et al., 1994; Zhang 
et al., 2003). La transducción de la señal generada por la acumulación de SA, el 
establecimiento de SAR y la activación de genes de defensa, requiere de una proteína clave, 
conocida como NPR1 (Cao et al., 1994), de factores de transcripción del tipo TGA y de 
factores de tipo WRKYs (Gatz, 2013; Wang et al., 2006). Una gran proporción de los genes 
de respuesta a SA y cuyo mecanismo de activación se encuentra ampliamente caracterizado, 
corresponden a genes PRs (Pathogenesis Related) (van Loon and Van strien, 1999; van Loon 
et al., 2006). Además, se encuentran genes que codifican para proteínas asociadas a la 
maquinaria de secreción del retículo endoplasmático (RE) y factores de transcripción 
WRKY, entre otros.  
Entre los genes activados durante el establecimiento de la respuesta de defensa, PR-1 ha 
sido utilizado como un marcador de SAR ya que ha sido propuesto como un gen relacionado 
a la respuesta de defensa mediada por SA (Chen et al., 2010). A pesar que su actividad y 
función fisiológica se desconocen, estudios en tomate y tabaco les han atribuido función anti 
fúngica (Alexander et al., 1993; Niderman et al., 1995) en el espacio extracelular ya que 
corresponden a proteínas de secreción (Watanabe et al., 2013).  
1.3. Acumulación masiva de proteínas PR y estrés de Retículo Endoplasmático. 
En la reprogramación transcripcional producida por la acumulación de SA se produce la 
activación masiva de genes de defensa los cuales corresponden en gran parte a proteínas de 
secreción cuya síntesis ocurre sólo en respuesta al ataque patógenos y, en general, 
corresponden proteínas pequeñas con actividad antimicrobiana, secretadas o con destinación 
vacuolar, las cuales en su gran mayoría son ensambladas en el RE (Wang et al., 2005; Blanco 
et al., 2009). Durante el establecimiento de SAR existe una acumulación masiva de estas 
proteínas con el objetivo de mitigar el daño producido por el ataque del patógeno, además se 
produce una aumento en la transcripción genes que codifican para proteínas asociadas a la 
maquinaria de plegamiento y secreción del RE como proteínas chaperonas BiP, calnexinas 
(CNXs), calreticulinas (CRTs) o disúlfuro isomerasas (PDIs) (Wang et al., 2005; Journot-
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Catalino et a., 2006; Moreno et al., 2012). Lo anterior sugiere que durante la respuesta de 
defensa se induce la síntesis de proteínas PRRs y PRs, y al mismo tiempo se prepara la célula 
para la correcta secreción de estas proteínas produciendo más componentes de la vía 
secretora, ya que para el correcto plegamiento de estas proteínas, se requiere de la 
participación de una amplia variedad de proteínas chaperonas residentes en el RE. 
El RE constituye un microambiente bien controlado en el interior de la célula para la 
correcta síntesis y plegamiento de las proteínas, debido a esto es altamente susceptible a las 
condiciones de estrés como la infección de patógenos. Las plantas mantienen un balance 
constante entre la demanda de plegamiento de proteínas y la capacidad de plegamiento sin 
embargo, durante la activación de la SAR la actividad basal de la vía secretora de proteínas 
no es suficiente para cumplir con las nuevas necesidades de plegamiento producto de la 
activación del transcriptoma de defensa (Wang et al., 2005; van Loon et al., 2006; Nagashima 
et al., 2014). Cuando se pierde el balance entre demanda y capacidad, el proceso de 
plegamiento se ve alterado y se produce la acumulación de proteínas mal plegadas en el 
lumen del RE, generando el estrés en el retículo lo que puede ser perjudicial para la célula 
(revisado en Eichmann and Schäfer, 2012; Deng et al., 2013). Las células poseen un sistema 
de control de calidad en el RE (ERQC, ER Quality Control) que censa la acumulación de 
proteínas mal plegadas (Ron and Walter, 2007; Deng et al., 2013; Li et al., 2009). En caso 
de detectarse estrés, ocurre la activación de la respuesta a proteínas mal plegadas o UPR 
(Unfolded Protein Response) (Deng et al., 2013; Moreno et al., 2012). La función de UPR 
es regular de manera positiva la producción de factores que facilitan el plegamiento de 
proteínas junto con la eliminación de las proteínas mal plegadas acumuladas en el retículo, a 
través del sistema de degradación asociado al RE (ERAD, ER associated degradation) (Deng 
et al., 2013).  
De esta manera el RE es el sitio de producción de las proteínas antimicrobianas y de la 
señalización de la respuesta de defensa y por lo tanto juega un rol fundamental en la respuesta 
inmune, participando de dos maneras principalmente. Primero el establecimiento de la 
respuesta inmune depende del aparato secretor para la producción de proteínas de inmunidad 
y segundo la correcta síntesis y funcionamiento de PRRs depende de modificaciones 
realizadas en RE y del sistema ERQC, cabe destacar la familia de proteínas PR-1, las cuales 
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son proteínas clientes de retículo que son secretadas al espacio extracelular y que requieren 
de modificaciones en el retículo para su correcta actividad (Watanabe et al., 2013; van Loon 
and Van strien, 1999) 
Se sabe que durante el establecimiento de SAR existe una regulación positiva de genes 
en respuesta a UPR como CNXs, CRTs o PDIs y que ocurre la activación de marcadores 
clásico de estrés de RE como bZIP60 y bZIP28 (Krinke et al., 2007; Moreno et al., 2012; 
Nagashima et al., 2014). En consecuencia a esto, plantas mutantes en el sistema ERQC o que 
presentan alteraciones en la vía de UPR son más susceptibles a la infección por patógeno y 
tiene afectada la capacidad de establecer SAR (Moreno et al., 2012; Nagashima et al., 2014). 
Es por esto que los genes involucrados en el proceso UPR han sido propuestos como 
fundamentales para el correcto establecimiento de la respuesta inmune (Liu et al., 2007; Li 
et al., 2009; Moreno et al., 2012; Blanco-Herrera et al., 2015). Sin embargo, la expresión 
constitutiva de los genes relacionados a UPR, lleva a fenotipos perjudiciales como 
susceptibilidad a la infección o incapacidad de establecer SAR (Blanco-Herrera et al., 2015). 
Así mismo se ha descrito que la activación continua de UPR genera plantas con el 
crecimiento alterado (Liu et al., 2007; Blanco-Herrera et al., 2015). Es así que la regulación 
negativa de los genes relacionados a UPR, podría ser importante para un ajuste fino de la 
respuesta de defensa y la sobrevida de la planta. 
1.4. Factores de transcripción WRKY.  
Los factores de transcripción WRKY pertenecen a una amplia familia presente 
exclusivamente en plantas, con un rol fundamental en la regulación de la respuesta de defensa 
(Ulker and Somssich, 2004; Pandey and Somssich, 2009). El nombre de estos factores deriva 
de su característica predominante, la presencia del dominio WRKY. Esta región comprende 
aproximadamente 60 aminoácidos así definida por la presencia de la secuencia WRKYGQK. 
Estos factores se unen a secuencia de DNA conocidas como “Caja W” cuya secuencia blanco 
es (C/T)TGAC(C/T) a través de motivo de dedos de zinc incluido en el dominio WRKY 




La importancia de los factores WRKY en la regulación de la respuesta de defensa ha 
sido estudiada ampliamente, se reportó que la gran mayoría de estos factores se ven inducidos 
frente a SA o patógeno (Dong et al., 2003). Gracias a la utilización de mutantes en estos 
factores se ha podido estudiar el efecto de su desregulación, observándose efectos negativos 
en algunos casos como son mayor susceptibilidad a infecciones tanto bacterianas como 
fúngicas o alteraciones en la regulación hormonal en la respuesta de defensa (Daurelio et al., 
2011; Wang et al., 2006; Li et al., 2006; Li, 2004) permitiendo proponer a algunos miembros 
de esta familia como reguladores positivos. También se han descrito efectos positivos como 
mayor resistencia a enfermedad (Kim et al., 2006; Journot-Catalino et al., 2006; Oh et al., 
2008). 
En el genoma de Arabidopsis thaliana se han identificado 74 genes que codificarían 
proteínas del tipo WRKY, las cuales han sido clasificadas en tres grupos distintos 
(designados I, II y III) de acuerdo al número de dominios WRKY, la secuencia de su motivo 
de dedos de zinc y su función biológica (Pandey and Somssich, 2009; Eulgem et al., 2000). 
El grupo I se compone de todas las proteínas de esta familia que posean dos motivos dedos 
de zinc C-C-H-H. El grupo II se compone de los miembros que contengan sólo un motivo 
dedos de zinc C-C-H-H y el grupo III se compone de quienes contengan un motivo dedos de 
zinc pero C-C-H-C. Por su parte, el grupo II, es dividido en cinco subgrupos, de acuerdo al 
nivel de homología en el dominio WRKY y a la presencia de dominios adicionales, de esta 
manera se designan los subgrupos IIa, IIb, IIc, IId y IIe  (Eulgem et al., 2000). Los factores 
correspondientes al grupo IId, poseen tres dominios en común además de un único dominio 
WRKY, presentan una hipotética señal de localización nuclear (NLS), el llamado dominio 
HARF, cuya función aún no ha sido descrita y por último el dominio “C” o CaM-binding 
domain (CaMBD), que modula la interacción con Calmodulina de una manera dependiente 
de calcio (Park et al., 2005). 
En el estudio de la función del grupo IId realizado por Journot-Catalino et al., 2006 
destacan los factores WRKY7, -11 y -17 cuya expresión se activa en respuesta a la infección 
por Pseudomonas syringae pv tomato (Pst), tanto virulenta como avirulenta, con una cinética 
que activación temprana y transitoria. En este mismo estudio se determinó que plantas 
mutantes en los factores WRKY11 y -17 presentan una resistencia basal elevada en 
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comparación con plantas silvestres (Journot-Catalino et al., 2006). Resultados similares se 
observaron para el factor de transcripción WRKY7 en cual también fue propuesto como un 
regulador negativo de la respuesta de defensa (Kim et al., 2006). Además se han descrito 
desregulaciones en genes marcadores de SAR como PR-1, apoyando la idea que estos tres 
factores estarían regulando la respuesta de defensa de manera negativa (Kim et al., 2006; 
Journot-Catalino et al., 2006). 
Recientemente, datos de nuestro laboratorio (Arraño-Salinas et al, manuscrito enviado a 
revisión), demostraron que plantas mutantes en WRKY7, -11 y -17; son capaces de establecer 
una respuesta de defensa basal más eficiente que plantas silvestres. Estas plantas mutantes 
presentan una mayor acumulacion de depósitos de callosa y ROS, en respuesta a tratamientos 
con Flg22 (PAMP) (Figura 1 a y b). Adicionalmente, también se demostró que  WRKY7, -
11 y -17 serían represores transcripcionales de genes de UPR, permitiendo que dichos genes 
presenten una activación temprana y transitoria. Esto propone a WRKY7, -11 y -17 como 
reguladores negativos del UPR gatillado en respuesta al estrés biótico, modulando el 




Figura 1: Principales características de los factores de transcripción WRKY7,-11, 17. (A) 
Análisis de los depósitos de callosa en plantas silvestres y dobles mutantes en los factores de 
transcripción  wrky infiltradas con Flg22 o agua como control. Las hojas infiltradas fueron analizadas 
24 horas después de la infiltración utilizando microcopia de epifluorescencia bajo el filtro UV. (B) 
Cuantificación de los depósitos de callosa. (C) Perfil de expresión de los genes de respuesta a UPR, 
ERdj3B y PDIL1-2, determinados por q-PCR a partid de cDNA de plantas silvestres, wrky7, wrky11 
y wrky17 tratadas con SA 0,5mM. 
 
 
1.5. Calmodulina, sensor de calcio en eucariontes. 
El ion calcio (Ca2+) ha sido establecido como un segundo mensajero esencial en 
numerosas vías de señalización en plantas, incluida la respuesta de defensa. La información 
codificada en los cambios transitorios de los niveles de Ca2+ es decodificada por una amplia 
gama de proteínas de unión a este ion que dan inicio a una cascada de efectos que incluyen 
alteraciones en la fosforilación de proteínas y expresión de genes (Sanders et al., 2002). En 
plantas la mayoría de las proteínas de unión a Ca2+ se clasifica en dos grupos principales 
llamados, "sensor relays" y "sensor responders". Las proteínas clasificadas como "sensor 
relay" como calmodulina (CaM), proteínas relacionadas a CaM y proteínas calcineurina tipo 
B (CBL); funcionan a través de interacciones bimoleculares. Este grupo sufre un cambio 
conformacional inducido por calcio, antes de interactuar con sus proteínas blanco, alterando 
su actividad o estructura (Luan et al., 2002; Sanders et al., 2002; Reddy and Reddy, 2004). 
Por otro lado las proteínas clasificadas como sensor responders, corresponden a  proteínas 
quinasas dependientes de Ca2+ (CDPK) y funcionan a través de interacciones 
intramoleculares, sufren un cambio conformacional dependiente de calcio y alteran su propia 
estructura o actividad (Reddy and Reddy, 2004). 
CaM es una proteína ácida con 4 motivos de mano EF que permiten su unión a cuatro 
iones Ca2+, corresponde a uno de los sensores de calcio mejor caracterizados y no tiene un 
dominio catalítico por sí misma. Sin embargo, al unirse a calcio pasa desde una conformación 
cerrada a una abierta, lo que le permite unirse y modular la actividad de una serie de proteínas 
blanco involucradas en una amplia variedad de procesos celulares (Snedden and Fromm, 
2001; Luan et al., 2002) (Figura 2). Debido a esto la cantidad de CaM que se encuentre en 
conformación activa variará dependiendo de las señales de Ca2+ presentes en la célula. De 
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esta manera conecta las señales de Ca2+ con la activación de otros componentes celulares 
(Yang and Poovaiah, 2002).  
 
Figura 2: Análisis estructural de Apo-CaM, Ca+2/CaM y el complejo Ca+2/CaM-proteína 
blanco. (A) Calmodulina en ausencia de calcio (APO-CaM). (B) Se muestran cambios substanciales 
en la estructura de CaM tras la unión de Ca+2. (C) Péptido (verde) unido al complejo Ca+2/CaM 
(celeste). La unión al péptido genera una interrupción de la hélice que une los dos dominios globulares 
(linker), acercándolos y formando un canal alrededor del péptido. La mayoría de las interacciones 
formadas son fuerzas de van der Waals no especificas por residuos hidrofóbicos de las superficies. 
Las esferas grises representan Ca+2 y los corchetes indican los dominios globulares (Luan et al., 2002). 
Uno de los procesos que se ve regulado por Ca2+/CaM es la transcripción. Esto puede 
ocurrir de diversas maneras, ya sea interactuando con sus proteínas blanco en el citosol lo 
que se traducirá finalmente en una señal al núcleo, o respondiendo directamente a señales de 
calcio en el núcleo (Snedden and Fromm, 2001). Entre las formas en las cuales CaM puede 
regular la transcripción cabe mencionar activación de fosfatasas o quinasas, modulen la 
actividad de factores tanto en el citosol como en el núcleo o modulando de manera directa la 
capacidad de unirse a DNA de los factores de transcripción. La cantidad individual de 
proteínas CaM es regulada diferencialmente tanto transcripcional como post-
transcripcionalmente en plantas desafiadas con patógenos o sometidas a daño mecánico 
(Galon et al., 2010; Lecourieux et al., 2006; Snedden and Fromm, 2001). Además se ha 
descrito que entrada de CaM desde el citosol al núcleo, podría estar regulada por las señales 
de Ca2+ citosólico (Deisseroth et al., 1998).  
Existe una amplia variedad de factores de transcripción (TF) que son regulados por Ca2+-
CaM, entre ellos destacan, la familia de TF CAMTAs, factores con elementos de unión a 
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elementos-GT como AtGT-2, MYBs, WRKYs (particularmente del grupo IID) y miembros 
de la familia de proteínas de unión a MADS-box (revisado en Galon et al. 2010). 
1.6. Calcio en la vía señalización de defensa en plantas. 
Como ya fue mencionado el ion calcio (Ca2+), es de gran importancia en la vía de 
señalización durante la respuesta de defensa en plantas. La concentración de calcio libre en 
el citoplasma ([Ca2+]cyt) es 10
4 veces menor que la presente en el apoplasto o en los organelos 
celulares lo que provee un alto potencial para la entrada de calcio al citosol, donde actuará 
como segundo mensajero (Lecourieux et al., 2006). La [Ca2+]cyt es rigurosamente regulada 
por la coordinación de flujos de calcio pasivos (canales), transporte activo (Ca2+-ATPasa y 
Ca2+-antiporters) entre membranas y la capacidad amortiguadora del citosol (Sanders et al., 
2002). 
La [Ca2+]cyt se puede ver alterada por una serie de señales, entre ellas están, hormonas, 
luz, estrés abiótico y elicitores microbianos (Sanders et al., 1999). Estos cambios pueden 
provenir de una única oscilación de calcio transitoria o de repetidos aumentos con 
localización subcelular específica, duración, amplitud y frecuencia (Moore et al., 2002; 
Reddy, 2001). La elevación en la [Ca2+]cyt pueden ser causada por la captación de Ca
2+ del 
medio extracelular o por la movilización de Ca2+ desde organelos o por ambos medios 
(Knight et al., 1996; van Der Luit et al., 1999). Cambios transitorios en la permeabilidad de 
la membrana plasmática a Ca2+ son eventos tempranos comunes en la señalización de la 
respuesta de defensa y tiene un rol fundamental en la activación del sistema de supervivencia 
frente a la invasión por patógenos. Por ejemplo Grant et al. (2000) reportaron el aumento de 
[Ca2+]cyt frente a la infección bacteriana de Pst. Adicionalmente se describe que el gen de 
avirulencia RMP1 facilita un rápido aumento de [Ca2+]cyt  necesario para el estallido oxidativo 
y la muerte celular programada. De esta manera la entrada de calcio mediada por elicitor 
genera cambios transitorios en la [Ca2+]cyt (Binet et al., 2001; Lecourieux et al., 2002). Se 
han descrito una gran variedad de elicitores que generan fluctuaciones de calcio distintivas, 
lo que aporta una amplia cantidad de información sobre el rol de Ca2+ como intermediario en 






 Durante la respuesta de defensa la proteína de unión a Ca2+, CaM, interactúa con los 
factores de transcripción WRKY7, WRKY11 y WRKY17 permitiendo su actividad como 
represores de UPR en Arabidopsis thaliana. 
OBJETIVOS 
Objetivo general 
Estudiar la interacción entre los factores de transcripción WRKY7, -11 y -17 con la proteína 
de unión a Ca2+, calmodulina (CaM), y su relación con la regulación de UPR (Unfolded 
Protein Response) durante la respuesta de defensa en Arabidopsis thaliana. 
Objetivos específicos 
1. Modelamiento y análisis in silico del complejo Ca+2/CaM  durante la interacción con 
los factores de transcripción WRKY7, -11 y -17. 
1a. Modelar in silico el complejo Ca+2/CaM  durante la interacción con los 
factores de transcripción WRKY7, -11 y -17. 
1b. Análisis in silico de interacción del complejo Ca+2/CaM  con los factores de 
transcripción WRKY7, -11 y -17. 
1c. Análisis in silico de interacción del complejo Ca+2/CaM  con versiones 
mutantes de los factores de transcripción WRKY7, -11 y -17. 
 
2. Analizar in vivo la interacción de WRKY7, -11 y -17 con CaM. 
2a. Determinar la localización de las proteínas WRKY7, 11, 17 y CaM; mediante 
ensayos de expresión transitoria en hojas de tabaco, de constructos que poseen 
las proteínas de interés fusionados a proteínas reporteras fluorescentes (GFP 
o RFP). 
2b. Analizar la interacción proteína- proteína in vivo, mediante ensayos de BiFC 
(Bimolecular Fluorescent Complementation). 
2c. Analizar in vivo la dependencia de calcio de la interacción WRKY - CaM, 




3. Analizar in vivo el efecto de la interacción de WRKY7, -11 y -17 con CaM. 
3a. Analizar in vivo el efecto de la interacción WRKY - CaM en la localización 
subcelular de los factores de trascripción WRKY7, -11, -17. 
3b. Analizar la dependencia de Ca2+ del efecto de la interacción WRKY - CaM 
en la localización subcelular de los factores de trascripción WRKY7, -11, -
17. 
3c. Analiza el efecto del tratamiento con Flagelina en la interacción WRKY – 
CaM. 
 
4. Determinar los residuos aminoacídicos de WRKY7, -11 y -17, necesarios para la 
interacción con CaM 
4a. Generar versiones mutantes en los dominios de unión a CaM, predichos para 
cada factor de transcripción, mediante  mutagénesis sitio-dirigida de los 
dominios de unión a CaM. 
4b. Analizar la funcionalidad de las versiones mutantes WRKY7(F77R/L84R), 
WRKY11(F58R/L65R) y WRKY17(F57R/L64R) mediante ensayos in vivo de 
interacción de los factores WRKY con CaM y su dependencia de Ca2+. 
 
5. Analizar la importancia de la regulación de los factores de transcripción WRKY7, -
11 y -17 en la represión de UPR, durante la respuesta de defensa. 
5a. Analizar efecto de la ausencia de los factores de transcripción en la capacidad 





MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Materiales. 
1.1 Material Biológico. 
1.1.1 Plantas. 
Para el desarrollo de esta tesis se utilizó Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 silvestre (Wild 
Type, WT) y A. thaliana Col 0 mutantes para los factores de transcripción WRKY7, 
WRKY11 y WRKY17 obtenidas desde el Stock del ABRC (Arabidopsis Biological Resource 
Center, The Ohio State University) (Tabla I). Para el crecimiento y manipulación se utilizarán 
los protocolos descritos por Sanchez-Serrano y Walker (2014). 
Además, en el laboratorio contamos con  plantas doble (wrky7/wrky11 y wrky11/wrky17) y  
triple mutantes (wrky7/wrky11/wrky17) 
Tabla I. Mutantes insercionales utilizadas. 
Mutantes insecionales utilizadas 
Genotipo Gen Nombre ABRC Medio de selección 
wrky 17-1 AT2G24570 SALK_076337C MS 1/2 suplementado con Kanamicina 50µg/ml 
wrky 11-1 AT4G31550 GK-184D06 MS 1/2 suplementado con Sulfadiacina 7,5µg/ml 
wrky 7-1 AT4G24240 GK-356A10 MS 1/2 suplementado con Sulfadiacina 7,5µg/ml 
 
1.1.2 Cepas Bacterianas. 
Para realizar los ensayos de transformación se utilizarán las siguientes cepas bacterianas:  
- Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90), que forman parte del cepario 
de nuestro laboratorio. 
- Escherichia coli, cepa Db 3.1: F-, gyrA462, endA1, Δ(sr1-recA), mcrB, mrr, 
hsdS20(rB-, mB-), supE44, ara14, galK2, lacY1, proA2, rpsL20(Smr), xyl5, 
Δleu mtl1. Obtenidas del cepario de nuestro laboratorio. 
- Escherichia coli, cepa TOP10: F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 galE15 
galK16 rpsL(StrR) endA1 λ-, de Invitrogen. 
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1.2 Medios de cultivo.  
1.2.1 Medios de cultivo para plantas.  
1.2.1.1 Medio de cultivo para crecimiento in vitro de plantas de Arabidopsis thaliana.  
Para el crecimiento in vitro de plantas de Arabidopsis thaliana se utilizó un medio de 
crecimiento compuesto de 2,21 g/L de medio basal Murashige-Skoog (MS ½) (Murashige y 
Skoog, 1962), suplementado con vitaminas, 1 % [p/v] de sacarosa y 0,4 % [p/v] de 
PhytagelTM. Para su preparación primero se disolvieron las sales del medio basal MS junto 
con la sacarosa. Luego se ajustó pH a 5,8 con una solución KOH 1 M, se agregó el PhytagelTM 
y se esterilizó en autoclave.  
1.2.1.2 Medio de cultivo para crecimiento en tierra de plantas de Nicotiana 
benthamiana.  
Para el crecimiento en tierra de plantas de Nicotiana benthamiana, se utilizó el sustrato 
comercial Terracult® blue TC10, que está compuesto de una mezcla de turbas de diferentes 
grados de descomposición más perlita. Este sustrato, se suplementó con Phostrogen® Plant 
Food 13-10-27 1 g/L. 
1.2.2 Medios de cultivo para bacterias.  
1.2.2.1 Medio Luria-Bertani (LB) 
Para el crecimiento de bacterias en medio líquido, se utilizó un medio de crecimiento 
compuesto de 1,0% (p/v) de triptona, 0,5% (p/v) de extracto de levadura y 1,0% (p/v) de 
cloruro de sodio. En caso de utilizar medio sólido, se agregó 1,5% (p/v) agar-agar. Luego el 
medio era esterilizado en autoclave. Para la preparación de medios de selección se agregaban 
los antibióticos correspondientes a una concentración final de 100 μg/mL para 






1.3 Oligonucleótidos.   
Los oligonucleótidos fueron sintetizados en IDT® (Integrated DNA Technologies). En las 
Tablas II, II y IV se indican las secuencias de los oligonucleótidos utilizados en esta tesis, 
ordenados de acuerdo al ensayo para el cual fueron realizados. En la Tabla II se pueden 
observar los pares de oligonucleótidos utilizados para clonar la región codificante (CDS) de 
cada factor WRKY en estudio y Calmodulina 2. En la Tabla III los oligonucleótidos 
utilizados para realizar Mutagénesis sitio dirigida diseñados tanto de manera manual como 
con la ayuda del programa QuikChange® Primer Design Program. La Tabla IV  muestra 
otros oligonucleótidos utilizados durante el análisis de vectores. 
Tabla II. Oligonucleótidos utilizados para amplificar el CDS de cada gen en estudio. 
Oligonucleótidos utilizados para la amplificación del CDS de cada gen en estudio 
Nombre Secuencia (5’ 3’) 
WRKY 7 Forward CACCATGACTGTTGAGCTGAT 
WRKY 7 Reverse AAGAGTTTTGTCATGATTCATCGTC 
WRKY 11 Forward CACCATGGCCGTCGATCTAAT 
WRKY 11 Reverse AGCCGAGGCAAACACTAAATCA 
WRKY 17 Forward CACCATGACCGTTGATATTATGCG 
WRKY 17 Reverse AGCCGAACCAAACACCAAAC 
CaM 2 Forward CACCATGGCGGATCAGCTCA 




Tabla III. Oligonucleótidos utilizados para Mutagénesis sitio dirigida. 
Oligonucleótidos utilizados para mutagénesis sitio dirigida de cada gen WRKY 













wrky11 t194g AACCGTCATTTCTCTCCGTAACCGTACTGGTCACG 









wrky17 t191g GAAAGTTATCTCTCTTCGTAACCGTTCCGGTCACG 












Tabla IV. Otros Oligonucleótidos utilizados 
Otros Oligonucleótidos 
Nombre Secuencia (5’ 3’) 
E-GFP-F CATGGTCCTGCTGGAGTTCGTG 
E-GFP-R CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG 
M13 F CAGGAAACAGCTATGAC 





Los plásmidos utilizados fueron los siguientes: pENTR/D-TOPO® Cloning Kit, los vectores 
de destino del sistema GatewayTM pH7WGR2 y pH7WGF2 desarrollados por el Instituto 
VIB, Gent, Bélgica (http://www.psb.ugent.be/gateway) y los vectores binarios del sistema 
Gateway para BiFC pG005 (NASC ID: N9885) y pG006 (NASC ID: N9886) que forman 
parte de vectores Nottingham pGreen, desarrollados por la Universidad de Nottingham. 
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1.5 Enzimas, kits y reactivos comerciales.  
-DNAsa I, libre de RNAsa. Utilizada para tratar el RNA total previo a la síntesis de cDNA, 
obtenida de Thermo Scientific, Waltham, MA USA.  
-First Strand cDNA Synthesis Kit. Para la obtención de cDNA a partir de RNA total, obtenido 
de Thermo Scientific, Waltham, MA USA.  
-Qubit® RNA BR Assay Kit. Para la cuantificación de RNA que iba a ser utilizado para la 
síntesis de cDNA, obtenido de Life Technologies, Gaithersburg, USA.  
-SapphireAmp Fast PCR Master Mix. Utilizada en PCR para Genotipificación de plantas 
simples y dobles mutantes, obtenida de Clontech Laboratories, California, USA.  
-TRIzol® Reagent. Para la extracción de RNA total, obtenido de Life Technologies, 
Gaithersburg, USA.  
-PfuUltra II Fusion HS DNA Polymerase. Utilizada para Mutagénesis sitio dirigida, obtenida 
de Agilent Technologies, Inc, California, USA. 
-Platinum Taq High Fidelity. Utilizada para amplificar la región codificante de los genes en 
estudio, obtenida de Thermo Scientific, Waltham, MA USA 
-Gateway® LR Clonase® Enzyme mix. Para la recombinación de vectores del sistema 
Gateway, obtenida de Thermo Scientific, Waltham, MA USA. 
-Bolt® Transfer Buffer, Bolt® Antioxidant, Bolt® Running Buffer y Bolt® Bis-Tris Plus 4-
12% (MES). Utilizados para correr y transferir geles de proteínas, obtenidos de Life 
Technologies, Gaithersburg, USA. 
-GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit. Utilizado para la purificación de DNA plasmidial a partir 
de cultivo bacteriano, obtenido de Thermo Scientific, Waltham, MA USA. 
-AvaI, EcoICRI, NotI, BglII, EcoRV y DpnI. Utilizadas para el análisis de plásmidos 
mediantes ensayos de restricción, obtenidas de Life Technologies, Gaithersburg, USA. 
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-WesternSure® Chemiluminescent Substrates. Utilizado para revelar Western blots 
mediante quimioluminiscencia, obtenido de LI-COR, Nebraska, USA 
-Goat anti-rabbit IgG-HRP. Utilizado como anticuerpo secundario, obtenido de Santa Cruz 
Biotechnology, Texas, USA 
1.6 Reactivos generales.  
De Winkler se obtuvo agua libre de nucleasas, BactoTM peptona, BactoTM agar, K2HPO4, 
MgSO4x 7H2O, Tris, EDTA, NaCl, SDS, Metanol, Tween 20, β-mercaptoetanol y Buffer 
TAE 50X. De PhytoTechnology Laboratories® se obtuvo el medio MS con vitaminas. De 
Merck se obtuvo cloroformo, ácido acético, isopropanol y etanol absoluto. De Sigma se 
obtuvo Ácido Salicílico y DEPC. De Thermo Scientific se obtuvo la membrana de 
nitrocelulosa con poros de 0,45 µm, set de dNTPs 100 mM, los antibióticos kanamicina, 
espectinomicina, gentamicina, rifampicina, cloruro de sodio, ácido etilendiaminotetracético 
(EDTA) y glicerol además se obtuvieron los marcadores de peso molecular para DNA de 1 
kb y 100 bp y para proteínas SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard. De Biotium se 
obtuvo el GelRedTM para la visualización de fragmentos de DNA en geles de agarosa. De 
Invitrogen, se obtuvo kanamicina y rifampicina. 
1.7 Programas computacionales.  
Para el procesamiento de imágenes y figuras, se utilizó Adobe Illustrator CC y Adobe 
Photoshop CS5. Para el análisis de imágenes de microscopía se utilizaron lo programas 
correspondientes a cada microscopio, Fluoview FV10-ASW 3.0 viewer y Leica Application 
Suite X. Para la captura y análisis de imágenes de Wester blot se utilizó Image Studio Digits 
V4.0. Para el análisis de secuencias y vectores se utilizó Geneious 6.1.3. Para el análisis de 
datos se utilizó Microsoft Excel 2013. Finalmente, para la generación de gráficos se utilizó 
el programa GraphPad Prism 5.0. Para los análisis de dinámica molecular se utilizó Modeller 




1.8 Direcciones de internet. 
TAIR, The Arabidopsis information Resource, http://www.arabidopsis.org/ 
NCBI, National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Plant Systems Biology Gateway Vectors, http://gateway.psb.ugent.be/search 
Primer Design Program, http://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp 
RCSB Protein Data Bank, http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do 
2. Métodos.  
2.1 Crecimiento de plantas. 
2.1.1 Crecimiento in vitro de plantas de Arabidopsis thaliana.  
En una campana de flujo laminar se esterilizó la superficie de las semillas de Arabidopsis 
thaliana, lavando aproximadamente 50 a 100 semillas en 1 mL de una solución de hipoclorito 
de sodio al 50% [v/v] durante 7 minutos, con agitación constante en vórtex. Las semillas se 
dejaron decantar y se reemplazó la solución de hipoclorito de sodio por agua destilada estéril, 
se lavó con agitación constante en vórtex por 3 minutos. El lavado se repitió 3 veces para 
eliminar todo el remanente de cloro. Una vez esterilizadas y lavadas, las semillas se 
estratificaron a 4 ºC en oscuridad por 48 horas en 500 μL de agua destilada estéril restante 
del último lavado. Posteriormente se sembraron las semillas en placas de Petri con medio MS 
sólido (agar o PhytagelTM) utilizando una micro pipeta. Las placas sembradas se mantuvieron 
en una cámara de crecimiento a una temperatura entre 21-22 ºC y fotoperíodo de día largo 
(16 horas de luz y 8 horas de oscuridad) durante el tiempo necesario para cada ensayo.  
2.1.2 Crecimiento en tierra de plantas de Nicotiana bentamiana.  
Las semillas fueron hidratadas por 10 minutos en agua destilada con agitación constante en 
vórtex, y posteriormente se depositaron sobre el sustrato Terracult® previamente 
humedecido con agua. Dos semanas después las plántulas fueron trasplantadas a maceteros 
individuales con sustrato Terracult® previamente humedecido con una solución 1 g/L de 
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fertilizante Phostrogen®. Las semillas se dejaron germinar y crecer a una temperatura de 21-
22 °C bajo ciclos de fotoperíodo de día largo y eran regadas dos a tres veces por semana 
alternando el uso de agua con la solución 1g/L de fertilizante Phostrogen® 
2.2 Condiciones de crecimiento bacteriano. 
Las cepas de Escherichia coli fueron crecidas a 37 ºC con agitación constante a 200 rpm por 
16 horas en medio LB líquido, o a 37 ºC sin agitación durante 16 horas, en medio LB-agar. 
En ambos casos en presencia de los antibióticos de selección correspondientes. Las cepa de 
Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90) fue crecida a 28 ºC con agitación constante a 
250 rpm por 24 horas en medio líquido LB, o a 28 ºC por 48 horas sin agitación en medio 
LB-agar. 
2.3 Biología molecular. 
2.3.1 Extracción de RNA total.  
Las extracciones de RNA total de Arabidopsis thaliana se realizaron utilizando la solución 
de extracción comercial TRIzol®, según indicaciones del fabricante. Brevemente, usando un 
mortero frío, se pulverizaron 100 mg de tejido con N2 líquido (evitando su descongelación). 
Una vez completamente pulverizado el contenido del mortero, este se transfirió a un tubo de 
microcentrífuga de 1,5 mL que contenía 1 mL de la solución de TRIzol®, se incubó a 
temperatura ambiente durante 5 minutos. Luego se agregaron 200 μL de cloroformo, se 
mezcló vigorosamente en vórtex por 15 segundos y se incubó por 3 minutos a temperatura 
ambiente, seguido por una centrifugación a 11.500 rpm durante 15 minutos a 4 ºC en una 
centrífuga refrigerada Heraeus Megafuga 16R de Thermo Scientific. La fase acuosa se 
transfirió a un tubo de microcentrífuga de 1,5 mL que contenía 500 μL de isopropanol 
absoluto, se incubó a temperatura ambiente por 10 minutos y se centrifugó nuevamente a 
11.500 rpm durante 10 minutos a 4 ºC, eliminando el sobrenadante. El sedimento de RNA se 
lavó con 1 mL de etanol 70% [v/v] preparado con agua tratada con DEPC, se mezcló por 
vórtex durante 15 segundos y se centrifugó a 9.000 rpm por 8 minutos, eliminando 
posteriormente el sobrenadante. El sedimento de RNA se secó a temperatura ambiente 
aproximadamente por 30 minutos, colocando el tubo invertido sobre papel absorbente. Una 
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vez seco el RNA se resuspendió en 30 μL de agua libre de nucleasas, tratada con DEPC y se 
almacenó a -80 ºC hasta su utilización.  
Una vez extraído el RNA total, éste fue cuantificado utilizando el equipo Qubit® el que 
permite cuantificar mediante la utilización del kit Qubit® RNA BR Assay, que contiene un 
fluoróforo que se une específicamente al RNA, permitiendo su cuantificación. Para estimar 
la pureza de la muestra de RNA, se midió la razón OD260/OD280 que se determina mediante 
espectrofotometría utilizando el equipo Epoch. 
2.3.2 Síntesis de DNA complementario.  
Para la síntesis de DNA complementario (cDNA) se trataron 2 μg de RNA total con 2 U/μg 
de DNasa I libre de RNasa y 2 μL de 10X reaction buffer con MgCl2 y se incubó en un 
termociclador Select Cycler II de Select Bioproducts a 37 °C durante 30 minutos, en un 
volumen final de 20 μL. Para terminar la reacción se adicionaron 2 μL de EDTA 50 mM, 
seguido por una incubación a 65 °C durante 10 minutos en el mismo termociclador. Para 
comprobar la ausencia de DNA se realizó un PCR de prueba con oligonucleótidos que 
amplificaron un fragmento del gen EF1-α (factor de elongación 1-α) utilizando la enzima 
SapphireAmp Fast PCR Master Mix de Clontech y se resolvieron las muestras en un gel de 
agarosa al 1,5% [p/v] en buffer TAE 1X.  
La reacción de transcripción reversa se realizó utilizando el oligonucleótido Oligo(dT)18 y 
2 μg de RNA tratado con DNasa I, utilizando el sistema First Strand cDNA Synthesis Kit de 
Thermo Scientific, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. El RNA previamente tratado 
con DNAsa I se combinó con el oligonucleótido Oligo(dT)18 y se incubó a 65 °C durante 
cinco minutos. Luego, los tubos fueron traspasados a hielo y se les adicionaron 18 μL de una 
mezcla de reacción compuesta por 4 μL de 5X reaction buffer, 1 μL de RiboLock RNAse 
inhibitor (2 U/μL), 2 μL de dNPT mix 10 mM y 2 μL de M-MuLV (20 U/μL), para cada 
muestra. Este mix se incubó durante 2 horas a 45 °C, seguido de una incubación a 70°C por 
10 minutos.  
Con el objetivo de comprobar que la síntesis de cDNA fue efectiva, se realizó un PCR de 
prueba con oligonucleótidos que amplificaron un fragmento del gen EF1-α utilizando la 
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enzima SapphireAmp Fast PCR Master Mix de Clontech y se procedió a resolver las muestras 
en un gel de agarosa al 1,5% [p/v] en buffer TAE 1X. Si se observaron amplificaciones para 
las muestras de cDNA, este se almacenaba a -20 °C hasta su uso a tiempos cortos o a -80 °C 
para almacenarlo durante períodos prolongados. 
2.3.3 Amplificación de fragmentos de DNA por la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR).  
Para la amplificación de fragmentos de DNA se emplearon las siguientes enzimas: 
SapphireAmp Fast PCR Master Mix de Clontech, para controles de clonación y síntesis de 
cDNA, Platinium Taq High Fidelity, de Thermo Scientific, empleada para la obtención de 
fragmentos de DNA correspondientes a regiones codificantes y PfuUltra II Fusion HS DNA 
Polymerase de Agilent Technologies utilizada para Mutagénesis sitio dirigida. 
Las reacciones de PCR de colonias se realizaron en un volumen final de 10 μL con la enzima 
SapphireAmp Fast PCR Master Mix, modificando los parámetros especificados por el 
fabricante y utilizando como molde una pequeña parte de cada colonia que se tomaban con 
una punta blanca estéril y era resuspendida en 20 µL de agua libre de nucleasas, de esta 
suspensión se tomaron 2 µL que eran traspasados a un tubo de PCR que contenía la mezcla 
de reacción. 
Para la amplificación de fragmentos de DNA utilizando la enzima SapphireAmp Fast PCR 
Master Mix de Clontech se utilizó un volumen final de 10 μL según las especificaciones del 
fabricante. Los programas de PCR consistieron de una desnaturalización inicial de 1 minuto 
a 94 °C, seguido por 30 ciclos de 3 etapas. Primero una desnaturalización a 98 °C por 5 
segundos, seguido de una etapa de hibridación de 5 segundos a una temperatura entre 53-57 
°C (dependiendo de los oligonucleótidos a utilizar) y luego una etapa de extensión a 72 °C 
por 10 segundos por kilobase de tamaño a amplificar. Posteriormente se realizó una etapa de 
extensión final a 72 °C durante 10 minutos. 
Para la amplificación de fragmentos de DNA correspondientes a regiones codificantes 
utilizando la enzima Platinium Taq High Fidelity, se utilizó un volumen final de 20 μL según 
las especificaciones del fabricante. Los programas de PCR consistieron de una 
38 
 
desnaturalización inicial de 2 minutos a 94 °C, seguido por 35 ciclos de 3 etapas. Primero 
una desnaturalización a 94 °C por 30 segundos, seguido de una etapa de hibridación de 30 
segundos a una temperatura entre 53-57 °C (dependiendo de los oligonucleótidos a utilizar) 
y luego una etapa de extensión a 68 °C por 1 minuto y 10 segundos. Posteriormente se realizó 
una etapa de extensión final a 68 °C durante 10 minutos. 
Para realizar Mutagénesis sitio dirigida se utilizó la enzima PfuUltra II Fusion HS DNA 
Polymerase con un protocolo modificado para el cual se utilizó un volumen final de 50 µL 
compuesto por 1 µL de cada partidor (0,2 µM final), 1 µL de mix de dNTP (20 µM cada 
uno), 5 µL Buffer, 1 µL de PFU, 1 µL de templado (100 ng/µL) diluido 1:500 o 1:1000 y 40 
µL de agua libre de nucleasas. Los programas de PCR consistieron de una desnaturalización 
inicial de 2 minutos a 95 °C, seguido por 40 ciclos de 3 etapas. Primero una desnaturalización 
a 95 °C por 30 segundos, seguido de una etapa de hibridación de 50 segundos a una 
temperatura entre 70-72 °C (dependiendo de los oligonucleótidos a utilizar) y luego una etapa 
de extensión a 72 °C por 3 minutos. Posteriormente se realizó una etapa de extensión final a 
72 °C durante 5 minutos. 
Todo esto realizado en un termociclador Select Cycler II de Select Bioproducts. El producto 
de PCR se mantuvo a 4 °C hasta su utilización. 
Posteriormente los productos de PCR obtenidos fueron analizados en geles de agarosa 
(Materiales y métodos, sección 2.3.6). 
2.3.4 Electroforesis de DNA en geles de agarosa.  
Los fragmentos de DNA amplificados por las reacciones de PCR se resolvieron en geles de 
agarosa horizontales de 1,5 % [p/v] en buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM 
a pH 8,0), suplementado con GelRedTM a la concentración recomendada por el fabricante. La 
electroforesis se realizó a un voltaje constante de 90 V (50 mA) durante 50 minutos, 
utilizando como indicador de tamaño molecular el marcador de peso molecular para DNA de 
1 kb, de Thermo Scientific. Los fragmentos de DNA se visualizaron en un transiluminador 




2.3.5 Purificación de DNA plasmidial a partir de cultivos bacterianos. 
Se crecían las cepas de E. coli en 5 mL de medio LB líquido en presencia de los antibióticos 
correspondientes (kanamicina 50 μg/mL ó espectinomicina 100 μg/mL), a 37 ºC con 
agitación constante. La extracción del DNA se realizaba utilizando el sistema comercial 
GeneJETTM Plasmid Miniprep Kit, de acuerdo a las instrucciones del fabricante, que se basa 
en la purificación de DNA plasmidial por el método de lisis alcalina y permite obtener hasta 
20 μg de DNA a partir de 5 mL de un cultivo bacteriano. El DNA plasmidial se guardó a -20 
ºC hasta su utilización. 
2.3.6 Digestión de plásmidos con enzimas de restricción. 
Los análisis de restricción se realizaron con 0,5 - 1 μg de DNA y 5 - 20 U de enzima por 
reacción, a 37 ºC durante 3 horas, siguiendo las recomendaciones del fabricante. En el caso 
de la mutagénesis sitio dirigida se utilizaron 30 µl de templado y se ajustaron los volúmenes 
siguiendo las recomendaciones del fabricante. 
2.3.7 Ligación de productos obtenidos por PCR en los vectores pENTR/D-TOPO. 
La reacción de ligación en los vectores pENTR/D-TOPO se realizó en base a las 
recomendaciones del fabricante. Brevemente, el producto de PCR fresco se incubó con el 
vector comercial, en una razón molar de 1:1 en solución salina y a temperatura ambiente 
durante 30 minutos, en un volumen final de 10 μL. 
2.3.8 Reacción de recombinación LR del sistema GatewayTM. 
Se incubaron 150 ng del vector de entrada pENTR/D-TOPO/WRKY o pENTR/D-
TOPO/CaM y 150 ng del vector de destino pH7WGR2, pH7WGF2, pG005 o pG006 por 2-
3 horas a temperatura ambiente, en solución TE pH 8,0. La recombinación se realizó 
utilizando el kit “LR ClonaseTM II enzyme mix”, de Invitrogen, y la reacción se terminó 
incubando con 2 μL de Proteinasa K, de Invitrogen, durante 10 minutos a 37 ºC. 
Posteriormente se utilizaron 5 μL de las reacciones de recombinación para transformar 100 




2.3.9 Preparación y transformación de células competentes de E.coli. 
Se utilizó un pre-inoculo de 5 mL de medio LB con 10 μL del stock de glicerol de células 
competentes E. coli TOP10 (Invitrogen), el cual se dejó crecer a 37 ºC en agitación constate 
por 16 horas. Posteriormente, se inocularon 49,5 mL de medio LB con 500 µL del precultivo 
(dilución 1:100) y se dreció a 37 ºC en agitación por tres horas o hasta obtener una densidad 
óptica (D.O) de 0,3 - 0,4 a 600 nm. Una vez alcanzada la D.O necesaria, el cultivo se incubó 
en hielo por 10 minutos, para posteriormente recolectar las bacterias por centrifugación 
durante 10 minutos a 4 ºC a una velocidad de 1.000 g. El sedimento se resuspendió en 5 mL 
de buffer TSS (medio LB suplementado con 10% [p/v] de polietilenglicol, 5% [v/v] de 
dimetil sulfoxido y MgCl2 50 mM pH 6,5) estéril y frío sin tocar directamente el pellet. Se 
congelaron alícuotas de 100 μL cada una en nitrógeno (N2) líquido. Las bacterias se 
guardaron inmediatamente a -80 ºC.  
La transformación se realizó mediante el método de golpe de calor, incubando 2 - 5 μL de 
producto de ligación o vector con 100 μL de células competentes en hielo durante 30 minutos, 
posteriormente a 42 ºC por 30 segundos e inmediatamente transferidas a hielo por 2 minutos. 
Finalmente las bacterias se crecieron en 250 µL de medio LB sin antibióticos, a 37 ºC durante 
2 horas permitiendo su recuperación. Posteriormente, se recolectaron las células por 
centrifugación a 4.000 rpm por 5 minutos, y se sembraron en medio LB-agar con los 
antibióticos de selección correspondientes y se incubaron en estufa a 37ºC durante 16 horas. 
Las colonias resistentes al antibiótico fueron analizadas por PCR (Materiales y métodos, 
sección 2.2.4).  
2.3.10 Preparación y transformación de células competentes de Agrobacterium 
tumefaciens. 
Se inoculó un pre-cultivo de 2 mL de medio LB suplementado con rifampicina 50 (μg/mL) 
y gentamicina (100 μg/mL), con 5 μL de un stock de glicerol almacenado a -80 °C de 
Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90). El cultivo se creció a 28 ºC con agitación 
constante durante 18 horas. Posteriormente, se inocularon 50 mL de medio LB suplementado 
con rifampicina (50 μg/mL) y gentamicina (100 μg/mL) con 2 mL del precultivo y se creció 
hasta obtener una D.O600 de 0,5 - 1,0 (durante 3 o 4 horas, aproximadamente). Se dejaba 
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enfriar el cultivo en hielo por 5 minutos y se recolectaron las bacterias por centrifugación a 
3.000 g por 5 minutos a 4 ºC, descartando el sobrenadante. El sedimento fue resuspendido 
en 10 mL de una solución de CaCl2 20 mM estéril y fría, y se centrifugó nuevamente. 
Finalmente, el sedimento se resuspendió en 1 mL de la misma solución y las células se 
alicuotaron en fracciones de 100 μL. Las bacterias se congelaron en N2 líquido para luego 
ser guardadas a -80 ºC hasta su utilización.  
La transformación de células competentes de Agrobacterium tumefaciens se realizó 
mezclando 100 μL de células competentes, con 1 μg de DNA plasmidial en hielo por 5 
minutos. Esta mezcla se congeló en N2 líquido por 5 minutos y se incubó a 37 ºC por 5 
minutos en un baño termorregulado. Posteriormente, a la mezcla de transformación se le 
adicionó en 1 mL de medio LB y se creció a 28 ºC en agitación constante, por 3 - 4 horas. 
Posteriormente las células se recolectaron por centrifugación a 2.000 g por 5 minutos y se 
sembraron en medio LB-agar con los antibióticos correspondientes, para la selección de 
colonias resistentes. Luego de incubación en estufa a 28 °C por 48 horas se analizaron las 
colonias resistentes por PCR (Materiales y métodos, sección 2.2.4). 
2.3.11 Mutagénesis sitio-dirigida 
Para analizar los residuos aminoacídicos de WRKY7, -11 y -17, necesarios para la 
interacción con CaM, se realizó mutagénesis sitio-dirigida de dos residuos del dominio de 
unión a CaM descritos en la figura 3 utilizando como referencia la información entregada por 
Park et al., (2005). Para esto se diseñaron partidores que contienen la alteración nucleotídica 
necesaria en la secuencia utilizando el software QuikChange® Primer Design. Utilizando 
estos partidores se realizó una reacción de PCR, a partir de los vectores pENTR/D-
TOPO/WRKY7, pENTR/D-TOPO/WRKY11, pENTR/D-TOPO/WRKY17 utilizando PfuUltra 
II Fusion HS DNA Polymerase (Materiales y métodos, sección 2.3.3). Una vez terminada la 
reacción, el DNA plasmidial parental fue degradado utilizando la enzima DpnI (Materiales y 
métodos, sección 2.3.6). El DNA plasmidial resultante de esta reacción corresponde 
exclusivamente al amplificado en la reacción de PCR y por lo tanto contendría la mutación 
deseada, con este producto transformaron células competentes de E. coli TOP10 
seleccionando en medio LB suplementado con kanamicina (Materiales y métodos, sección 
2.3.9). Los clones fueron secuenciados para verificar la presencia de la mutación (Materiales 
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y métodos, sección 2.7) De esta manera se obtuvieron los constructos pENTR/D-
TOPO/WRKY7(F77R/L84R) y pENTR/D-TOPO/WRKY11(F58R/L65R). 
 
 
Figura 3: Esquema de las mutaciones puntuales que fueron generadas en los factores de 
transcripción. En cada uno de los factores de transcripción WRKY7, -11, -17 se generarón dos 
mutaciones puntuales en el dominio de unión a calmodulina (CaM-binding domain). Para esto se 
realizó la mutación sitio dirigida de uno a tres nucleótidos para producir el cambio aminoacídico 









2.4 Generación de construcciones para determinar la localización sub-celular de los 
factores de transcripción WRKY7, -11, -17 y CaM2 mediante la transformación 
transitoria de hojas de tabaco. 
Para el determinar la localización sub-celular de los Factores de transcripción WRKY7, -11, 
-17 y la proteína de unión a calcio calmodulina 2 en hojas de tabaco, se generó una fusión 
traduccional de la región codificante de cada gen, con la proteína fluorescente verde o roja 
(GFP o RFP) utilizando el sistema GatewayTM. Para ello, se amplificó por PCR la región 
codificante de cada uno de los cuatro genes, utilizando como molde cDNA sintetizado a partir 
de RNA extraído de una planta de Arabidopsis thaliana silvestre (Materiales y métodos, 
sección 2.3.1 y 2.3.2) y utilizando los oligonucleótidos que amplifican la región codificante 
completa de cada gen excluyendo el codón de término (Tabla II). El PCR se realizó utilizando 
la enzima Platinum Taq High Fidelity (Materiales y métodos, sección 2.3.3). El producto de 
PCR fresco fue clonado en el vector de entrada del sistema GatewayTM; pENTR/D-TOPO 
(Materiales y métodos, sección 2.3.7) Los cuatro vectores resultantes se denominaron 
pENTR/D-TOPO/WRKY7, pENTR/D-TOPO/WRKY11, pENTR/D-TOPO/WRKY17 y 
pENTR/D-TOPO/CaM (Figura 4 A). Con el producto de esta reacción se transformaron 
células competentes de E. coli TOP10 seleccionando en medio LB suplementado con 
kanamicina (Materiales y métodos, sección 2.3.9). Las colonias resistentes fueron 
comprobadas por PCR, amplificando el inserto y una región del vector gracias a la utilización 
del oligonucleótido M13F, el cual hibrida en el vector, en combinación con el oligonucleótido 
reverso utilizado para clonar el gen. Además la direccionalidad del inserto fue verificada por 
ensayos de restricción utilizando las enzimas de restricción AvaI, EcoICRI, NotI, BglII, 
EcoRV (Materiales y métodos, sección 2.3.6), utilizando el DNA plasmidial purificado 
(Materiales y métodos, sección 2.3.5). Los clones positivos por ensayos de restricción, fueron 
secuenciados (Materiales y métodos, sección 2.7). Aquellos vectores positivos por 
secuenciación (sin mutaciones y en correcta dirección), fueron recombinados con el vector 
de expresión pH7WGR2 para CaM y pH7WGF2 para los factores WRKY mediante el 
sistema de recombinación LR (Materiales y métodos, sección 2.3.8) generando una fusión 
transcripcional con el gen reportero RFP (Red Fluorescent Protein) o GFP (Green 
Fluorescent Protein), bajo control del promotor 35S (Figura 4 B y C). Una vez realizada la 
recombinación, se transformaron células competentes de E. coli TOP10, seleccionando en 
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medios con espectinomicina (Materiales y métodos, sección 2.3.9). Las colonias 
seleccionadas fueron comprobadas por PCR utilizando oligonucleótidos específicos para la 
región recombinada y el gen reportero. Los clones positivos se utilizaban para inocular medio 
de crecimiento LB para posteriormente purificar DNA plasmidial y realizar los análisis de 
restricción utilizando las enzimas de restricción AvaI, EcoICRI, NotI, BglII, EcoRV 
(Materiales y métodos, sección 2.3.6). La construcciones realizadas se denominaron 































Figura 4: Esquema de clonamiento en el sistema GatewayTM. A: Generación del vector de entrada 
con el producto de PCR de interés (CDS de cada WRKY o CaM) amplificado con oligonucleótidos 
específicos. El oligonucleótido sentido contiene la secuencia CACC en su extremo 5’, que permite 
del clonar direccionalmente en el vector lineal pENTR/D-TOPO. B: Reacción de recombinación sitio-
específica entre el vector de entrada y el vector binario de destino pH7WGR2. Este vector permite la 
expresión de las proteínas de fusión RFP-CaM. C: Reacción de recombinación sitio-específica entre 
el vector de entrada y el vector binario de destino pH7WGF2. Este vector permite la expresión de las 
proteínas de fusión GFP-WRKY. attB1 y 2 corresponden a secuencias generadas luego de la 
recombinación entre los sitios attL1 y 2 presentes en el vector de entrada, y los sitios attR1 y 2 
presentes en el vector de destino. Kan(R), gen que codifica para la enzima neomicina fosfotransferasa 
II otorgando resistencia a kanamicina. ccdB, gen que codifica para una topoisomerasa que se une de 
manera selectiva a la DNA girasa, impidiendo la replicación del DNA. T35S, terminador 35S. p35S, 
promotor 35S. Sp/Sm(R), corresponde al gen, que otorga resistencia a espectinomicina y 
estreptomicina. Cm(R), gen que codifica para la enzima cloranfenicol acetiltransferasa y que otorga 




2.5 Generación de construcciones para realizar ensayos de BiFC entre factores de 
transcripción WRKY7, -11, -17 y CaM2 mediante la transformación transitoria de 
hojas de tabaco. 
Con la finalidad de observar la interacción in vivo, entre los factores de transcripción 
WRKY7, -11 y -17 con CaM, se utilizó el ensayo de complementación bimolecular de 
fluorescencia. Esta estrategia consiste en fusionar las distintas proteínas en estudio con la 
región amino (YFPN) o carboxilo (YFPC) de la proteína fluorescente amarilla (YFP) 
(Kerppola, 2008). En caso de existir interacción, la proteína YFP es reconstruida y se puede 
observar su fluorescencia mediante microscopia confocal (Ohad et al., 2007)(Figura 5). 
Para esto se generó una fusión traduccional de la región codificante de cada gen, con una 
fracción de la proteína fluorescente amarilla (YFP) utilizando el sistema GatewayTM. Para 
ello, se utilizaron los cuatro vectores pENTR/D-TOPO/WRKY7, pENTR/D-TOPO/WRKY11, 
pENTR/D-TOPO/WRKY17 y pENTR/D-TOPO/CaM (Materiales y métodos, sección 2.4). 
Los cuales fueron recombinados con el vector de expresión pG005 para CaM y pG006 para 
los factores WRKY mediante el sistema de recombinación LR (Materiales y métodos, 
sección 2.3.8) generando una fusión transcripcional con el extremo amino o carboxilo del 
gen reportero YFP (Yellow Fluorescent Protein), bajo control del promotor 35S (Figura 6 B 
y C). Una vez realizada la recombinación, se transformaron células competentes de E. coli 
TOP10, seleccionando en medios con espectinomicina (Materiales y métodos, sección 2.3.9). 
Las colonias seleccionadas fueron comprobadas por PCR utilizando oligonucleótidos 
específicos para la región recombinada y el gen reportero. Los clones positivos se utilizaban 
para inocular medio de crecimiento LB para posteriormente purificar DNA plasmidial y 
realizar los análisis de restricción utilizando las enzimas de restricción AvaI, EcoICRI, NotI, 
BglII, EcoRV (Materiales y métodos, sección 2.3.6). La construcciones realizadas se 




Figura 5. Esquema del Ensayo de complementación bimolecular de fluorescencia (BiFC). Cada 
uno de los factores de transcripción fueron fusionados al extremo carboxilo de YFP (YFPC) y CaM 
se fusionó al extremo amino de YFP (YFPN), de esta manera al ocurrir interacción la proteína YFP 
























































Figura 6: Esquema de clonamiento en el sistema GatewayTM. A: Generación del vector de entrada 
con el producto de PCR de interés (CDS de cada WRKY o CaM) amplificado con oligonucleótidos 
específicos. El oligonucleótido sentido contiene la secuencia CACC en su extremo 5’, que permite 
del clonar direccionalmente en el vector lineal pENTR/D-TOPO. B: Reacción de recombinación sitio-
específica entre el vector de entrada y el vector binario de destino pG005. Este vector permite la 
expresión de las proteínas de fusión CaM-YFPN. C: Reacción de recombinación sitio-específica entre 
el vector de entrada y el vector binario de destino pG006. Este vector permite la expresión de las 
proteínas de fusión WRKY-YFPC. attB1 y 2 corresponden a secuencias generadas luego de la 
recombinación entre los sitios attL1 y 2 presentes en el vector de entrada, y los sitios attR1 y 2 
presentes en el vector de destino. Kan(R), gen que codifica para la enzima neomicina fosfotransferasa 
II otorgando resistencia a kanamicina. ccdB, gen que codifica para una topoisomerasa que se une de 
manera selectiva a la DNA girasa, impidiendo la replicación del DNA. T35S, terminador 35S. p35S, 
promotor 35S. Sp/Sm(R), corresponde al gen, que otorga resistencia a espectinomicina y 
estreptomicina. Cm(R), gen que codifica para la enzima cloranfenicol acetiltransferasa y que otorga 




2.6 Generación de construcciones para determinar la localización sub-celular de las 
versiones mutantes de los factores de transcripción WRKY7, -11, y mediante la 
transformación transitoria de hojas de tabaco. 
Para el determinar la localización sub-celular de las versiones mutantes de los factores de 
transcripción WRKY7, -11, se utilizaron los vectores de entrada positivos por secuenciación 
(que presentan las mutaciones deseadas) denominados pENTR/D-
TOPO/WRKY7(F77R/L84R) y pENTR/D-TOPO/WRKY11(F58R/L65R)., los cuales fueron 
recombinados con el vector de expresión pH7WGF2 mediante el sistema de recombinación 
LR (Materiales y métodos, sección 2.3.8) generando una fusión transcripcional con el gen 
reportero GFP (Green Fluorescent Protein), bajo control del promotor 35S. Una vez 
realizada la recombinación, se transformaron células competentes de E. coli TOP10, 
seleccionando en medios con espectinomicina (Materiales y métodos, sección 2.3.9). Las 
colonias seleccionadas fueron comprobadas por PCR utilizando oligonucleótidos específicos 
para la región recombinada y el gen reportero. Los clones positivos se utilizaban para inocular 
medio de crecimiento LB para posteriormente purificar DNA plasmidial y realizar los 
análisis de restricción utilizando las enzimas de restricción AvaI, EcoICRI, NotI, BglII, 
EcoRV (Materiales y métodos, sección 2.3.6). La construcciones realizadas se denominaron 
35S:GFP-WRKY7(F77R/L84R) y 35S:GFP-WRKY11(F58R/L65R)  
2.7 Secuenciación de DNA. 
Las construcciones generadas fueron secuenciadas en el Centro de secuenciación “Macrogen 
Online Sequencing System” en Korea. 
2.8 Transformación transitoria de hojas de tabaco por agroinfiltración. 
Las construcciones realizadas para BiFC y las construcciones para estudiar la localización 
sub-celular de los factores WRKY y CaM purificadas y positivas por PCR y análisis de 
restricción (Materiales y métodos, sección 2.4 y 2.5), se utilizaban para transformar células 
competentes de Agrobacterium tumefaciens GV3101 (Materiales y métodos, sección 2.3.10). 
Las colonias obtenidas luego de la transformación eran comprobadas por PCR, utilizando 
oligonucleótidos específicos para amplificar una región del inserto. Las colonias positivas de 
Agrobacterium tumefaciens transformadas con las construcciones 35S:RFP-CaM, 35S:GFP-
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WRKY7, 35S:GFP-WRKY11, 35S:GFP-WRKY17, 35S:CaM-YFPN, 35S:WRKY7-YFPC, 
35S:WRKY11-YFPC y 35S: WRKY17-YFPC, fueron utilizadas para inocular 5 mL de medio 
LB suplementado con rifampicina (50 μg/mL), gentamicina (100 μg/mL) y espectinomicina 
(100 μg/mL). Los cultivos se crecieron a 28 ºC con agitación constante por 24 horas 
(Materiales y métodos, sección 2.2). Posteriormente, se recolectaron las bacterias 
centrifugando 4 mL de cada cultivo saturado a 4.000 g por 5 minutos, y se lavabó el 
sedimento con 1 mL de MgCl2 (10mM). Se centrifugó nuevamente, repitiendo el lavado tres 
veces. Finalmente, el sedimento se resuspendio en 1 mL de MgCl2 (10mM) y se infiltraba 
una hoja de tabaco por la cara abaxial, 1 mL se suspensión, utilizando una jeringa de 1 mL 
sin aguja. Para la co-localización de proteínas fluorescentes, el sedimento se resuspendió en 
500 µL y mezclaron 500 μL de cada cultivo para obtener 1 mL de suspensión final que fue 
infiltrada en una hoja.  
Para los ensayo de co-infiltración y co-localización se co-infiltró el constructo 35S:RFP-
CaM con alguno de los siguientes contructos: 35S:GFP-WRKY7, 35S:GFP-WRKY11, o 
35S:GFP-WRKY17. Y para los ensayos de BiFC se co-infiltró el constructo 35S:CaM-YFPN 
con alguno de los siguientes contructos: 35S:WRKY7-YFPC, 35S:WRKY11-YFPC o 35S: 
WRKY17-YFPC 
72 horas posterior a la infiltración, se cortaron segmentos de 1 – 2 cm2, y se observaron en 
un microscopio confocal marca Olympus modelo Fluoview 1000 espectral o en el 
Microscopio Confocal Leica TCS LSI, usando las líneas 488 para GFP, 543 para RFP, y 515 
para YFP capturando la emisión entre, 500 nm y 550 nm para GFP, entre 555 nm y 655 nm 
para RFP y para YFP entre 525 nm y 559. 
También se utilizó para la co-localización de proteínas fluorescentes tinción DAPI (4’,6-
diamino-2-fenilindol), la que se utilizó para teñir el núcleo. Pasadas las 72 horas, los 
fragmentos de hoja de entre 1-2 cm2 se incubaron en un tubo eppendorf con DAPI 0,4 ug/mL 
por 30 minutos, luego los trozos de hoja se lavaron con agua destilada y se montaron en un 
porta-objeto para ser observados en el microscopio confocal, usando las líneas de láser 405 
para DAPI, capturando la emisión entre 425 nm y 475nm. 
52 
 
2.9 Extracto de proteínas totales de plantas de Arabidopsis thaliana 
Los extractos de proteínas totales de Arabidopsis thaliana se realizaron homogeneizando la 
misma cantidad de tejido, previamente pesado en balanza analítica, en buffer de extracción 
(250 mM Tris-HCl, pH 6.8, 10% SDS, 25% glicerol, 0,1% bromofenol azul and 10% β- 
mercaptoetanol). El tejido se homogeneizó utilizando un vástago metálico adaptado a un 
taladro portátil DremelTM modelo Minimite 762, por 20 segundos a velocidad alta (14.000 
rpm). Posteriormente para denaturar las muestras, estas se calentaron por 15 minutos a 65 
°C. Finalmente los extractos se centrifugaron por 2 minutos a 13.000 g y se guardaron a -20 
°C hasta su utilización. 
2.10 Extracto de fluido intercelular (IWF) de plantas de Arabidopsis thaliana 
Los extractos fluido intercelular de Arabidopsis thaliana se realizaron a partir de la misma 
cantidad de tejido, pesado en balanza analítica. Las plantas se infiltraron al vacío por 30 min 
a 20kpa en un buffer compuesto por 100 mM Tris-HCl pH7.8, 500 mM sacarosa, 10 mM 
MgCl2, 10 mM CaCl2, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and 1 mM β-
mercaptoetanol. Posteriormente las muestras infiltradas fueron puestas dentro de jeringas de 
5 mL sin aguja, las cuales a su vez fueron puestas dentro de tubos falcon de 50 mL. El fluido 
intercelular se recolectó centrifugando las jeringas en los tubos por 5 minutos a 1.500 g a 4 
°C, el fluido recolectado se mezcló en razón 1:1 con buffer de carga de proteínas (250 mM 
Tris-HCl, pH 6.8, 10% SDS, 25% glicerol, 0,1% bromofenol azul and 10% β- 
mercaptoetanol). Finalmente para denaturar las muestras, estas se calentaron por 15 minutos 
a 65 °C y se guardaron a -20 °C hasta su utilización. 
2.11 Análisis mediante Western Blot 
Los extractos de proteínas se corrieron en geles Bolt® Bis-Tris Plus 4-12% (MES) en una 
cámara especial compatible con este sistema, Mini Gel Tank, obtenida de Life Technologies, 
Gaithersburg, USA. Los geles se corrieron en Bolt® Running Buffer 1X por 40 minutos a 
165 V utilizando como indicador de tamaño molecular el marcador de peso molecular para 
proteínas SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard. Posteriormente las proteínas se 
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa con poros de 0,45 µm en Bolt® Transfer 
Buffer con metanol 10% [v/v] y Bolt® Antioxidant 0,1% [v/v] por 1 hora a 10 V utilizando 
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el sistema Mini Blot Module obtenido de Life Technologies, Gaithersburg, USA. Una vez 
terminada la transferencia la membrana se incubó con una solución de leche descremada al 
5% en buffer TBS-T (100 mM Tris-HCl pH 7,5, 0,9 % [p/v] NaCl y 0,1% [v/v] Tween 20) 
para bloquear por 12 horas a 4 °C, terminado el tiempo se descartó la solución y se reemplazó 
por buffer TBS-T para lavar la membrana, se mantuvo por 10 minutos en agitación constante 
a 40 rpm, seguido de dos lavados de 5 minutos. Posteriormente se incubó en una solución de 
leche descremada al 2,5% [p/v] en buffer TBS-T con anticuerpo primario policlonal de 
conejo generado contra un péptido sintético (QDSPQDYLRVHNQARC) que 
correspondiente al extremo amino de la proteína PR1 de Arabidopsis thaliana, este 
anticuerpo se utilizó en una dilución 1:1000 por dos horas en agitación constante a 40 rpm. 
Una vez terminada la incubación se descartó la solución y se lavó la membrana con buffer 
TBS-T por 10 minutos en agitación constante a 40 rpm, seguido de dos lavados de 5 minutos. 
Posteriormente la membrana se incubó en una solución de leche descremada al 2,5% [p/v] 
en buffer TBS-T con anticuerpo secundario policlonal de cabra anti-conejo fusionado a 
horseradish peroxidase (HRP) (Santa Cruz Biotechnology) en una dilución 1:10000 por una 
hora en agitación constante a 40 rpm. Finalmente una vez terminada la incubación se descartó 
la solución y se lavó la membrana con buffer TBS-T por 10 minutos en agitación constante 
a 40 rpm, seguido de dos lavados de 5 minutos. 
Para revelar la  membrana se utilizó el sistema WesternSure® Chemiluminescent Substrates 
incubando la membrada por 5 minutos con una mezcla compuesta por 1 mL WesternSureTM 
ECL Luminol Enhacer Solution con 1 mL WesternSureTM ECL Stable Peroxide Solution. La 
membrana se escaneo utilizando el equipo C-DiGit® Blot Scanner y las imágenes obtenidas 
se analizaron y procesaron utilizando el programa Image Studio Digits V4.0. 
Como control de carga la membrana fue teñida con rojo Ponceau S, lavando previamente la 
membrana con TBS-T por 10 minutos en agitación constante a 40 rpm, seguido de dos 
lavados de 5 minutos y un lavado final con agua destilada. Una vez agregada la solución de 
rojo Ponceau S (0.1% [p/v] Ponceau S en 5% [v/v] Ácido acético) se destiñó con agua 
destilada hasta observar claramente el bandeo. 
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2.12 Simulación y dinámica Molecular. 
Las simulaciones y dinámicas moleculares fueron realizadas en colaboración con Grupo 
MBG (Molecular Biophysics Group) del CBIB (Center For Bioinformatics And Integrative 
Biology), de la Universidad Andrés Bello, Facultad De Ciencias Biológicas, Santiago, Chile. 
Para el modelamiento del complejo Ca+2/CaM durante la interacción con los factores de 
transcripción WRKY7, -11 y -17 se utilizó el modelo 4AQR descrito por Tidow y cols., 
Nature, 2012, el cual corresponde a la estructura cristalográfica de Calmodulina 7 de 
Arabidopsis thaliana en complejo con el dominio regulador de ACA8 de Arabidopsis 
thaliana. Se construyeron diferentes modelos a través de modelamiento por homología 
utilizando Modeller 9.14 (Sali y Blundell, 1993) eligiendo el mejor modelo de acuerdo a su 
potencial DOPE (Discrete Optimized Proteín Energy). En los modelos elegidos fueron se 
realizaron simulaciones de dinámica molecular utilizando el programa NAMD 2.9, utilizando 
el campo de fuerza CHARM36. Para generar las diferentes variantes de WRKY se utilizó el 
plugin Mutator de VMD 1.9.2 (Humphrey et al., 1996) 
Los sistemas hidratados fueron minimizados por 1000 pasos a una temperatura y 
presión constate durante 20 ns. 
Los análisis in silico se realizaron en VMD 1.9.2. Para determinar las estructuras que 
explicaban en mayor proporción el comportamiento de las hélices, se crearon clusters de 
estructuras con una diferencia  menor a 2Å, esto mediante clustering en base al algoritmo de 
quality threshold (QT) (Heyer et al., 1999). Los análisis de la estabilidad conformacional de 
la α-hélice fueron realizados utilizando el módulo Bendix de VMD 1.9. (Dahl et al., 2012).  
Para evaluar el ángulo de cierre de CaM se tomó como punto de referencia el carbono 
α de un residuo perteneciente al domino globular 1, otro del dominio globular 2 y un tercero 
perteneciente al dominio linker (92/40/113) según lo descrito por Chou et al., 2001, el ángulo 
formado entre estos tres puntos se midió en todas las configuraciones a lo largo de la 
trayectoria (2099 frames), se calculó la media y la desviación estándar de los datos utilizando, 
análisis descriptivo en Statistical Package for the Social Sciences (SPSS). El análisis se 
significancia se realizó mediante el test ANOVA con SPSS. 
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2.13 Tratamiento de las plantas de Arabidopsis thaliana y Nicotiana benthamiana.  
2.13.1 Tratamiento de las plantas de Arabidopsis thaliana para analizar la secreción de 
PR1 en respuesta a SA.  
Para analizar efecto de la ausencia de los factores de transcripción WRKY7, -11, -17 en la 
capacidad de secreción de proteínas relacionadas a patógeno clientes de retículo, se trataron 
plantas de Arabidopsis thaliana (silvestres y mutantes, wrky7/wrky11 y wrky11/wrky17) de 
15 días de edad crecidas in vitro en medio MS ½ con PhytagelTM.  Las plantas fueron puestas 
a flotar en una placa Petri con medio MS ½ líquido, suplementado con SA 500 µM durante 
18-24 horas para determinar el contenido total y secretado de la proteína cliente de retículo 
PR1. Una vez cumplido cada tiempo de tratamiento, las plantas se pusieron suavemente sobre 
un papel absorbente para eliminar el exceso de líquido y se realizaron la extracción total y de 
fluido intercelular (Materiales y métodos, sección 2.9 y 2.10). Posteriormente se realizó un 
Wester blot para detectar la presencia de PR1 en la fracción total y el IWF. (Materiales y 
métodos, sección 2.11). Una vez obtenidos los resultados se cuantificó la señal obtenida para 
cada muestra utilizando el programa Image Studio Digits V4.0. 
2.13.2 Tratamiento de hojas Nicotiana benthamiana transformadas transitoriamente 
para evaluar la localización subcelular de los factores WRKY7, -11, -17 y CaM. 
Para analizar efecto en la localización subcelular de los factores de transcripción WRKY7, -
11, -17 al ser sobreexpresados de manera simultánea con CaM bajo distintos tratamientos, 
segmentos de hoja de Nicotiana benthamiana de 1 – 2 cm2s transformada de transitoriamente 
(Materiales y métodos, sección 2.8) fueron puestos a flotar una placa de 24 pocillos con 2 
mL de medio MS ½ líquido solo o suplementado con MG132 100 µm, Flg22 2 µM, EGTA 






1. Modelamiento y análisis in silico del complejo Ca+2/CaM  durante la interacción con 
los factores de transcripción WRKY7, -11 y -17. 
1. Modelamiento y análisis in silico del complejo Ca+2/CaM durante la interacción con 
los factores de transcripción WRKY7, -11 y -17. 
Para analizar el complejo Ca+2/CaM en interacción con el dominio de unión a 
calmodulina de los factores WRKY y el efecto provocado por las mutaciones predichas por 
Park y colaboradores, se realizó diferentes simulaciones de dinámica molecular utilizando el 
modelo descrito por Tidow y cols, que corresponde a la estructura cristalográfica de 
Calmodulina 7 en complejo con el dominio regulador de ACA8, ambos de Arabidopsis 
thaliana. Para esto, se construyeron diferentes modelos tridimensionales a través de 
modelado por homología utilizando el programa Modeller 9.14 (Sali y Blundell, 1993) a 
partir del alineamiento entre el modelo 4AQR (Tidow et al., 2012) y CaM2 de Arabidosis 
thaliana (Anexo Figura 3), eligiendo posteriormente el mejor modelo de acuerdo a su 
potencial DOPE. En los modelos elegidos se realizaron simulaciones de dinámica molecular 
por 40 ns.  
En total se analizaron 6 complejos, cada uno compuesto por 4 átomos de calcio, 
calmodulina y el dominio de unión a calmodulina de los factores de transcripción WRKY7, 
-11 -17 tanto en su versión silvestre como sus versiones mutantes (WRKY7(F77R/L84R), 
WRKY11(F58R/L65R) y WRKY17(F57R/L64R). Todos los complejos se analizaron y se 
establecieron dos formas de describir la estabilidad del complejo, primero una comparación 
en la conformación y estabilidad de la α-hélice formada por el CaM-binding domain y 
segundo una análisis del ángulo de cierre de CaM sobre el CaM-binding domain de manera 
de analizar el plegamiento de Calmodulina alrededor de los factores WRKY. 
Los análisis de la estabilidad conformacional de la α-hélice fueron realizados 
utilizando el módulo Bendix de VMD (Dahl et al., 2012), con esta herramienta se logró 
analizar la flexibilidad y la distorsión que esta sufre durante el transcurso de la simulación. 
La distribución de los ángulos formados entre los carbonos alfa de residuos adyacentes de la 
hélice es visualizada a lo largo de los residuos utilizando un gráfico heatmap de acuerdo a la 
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magnitud del ángulo local, lo que resalta los comportamientos no lineares de la hélice, en 
color rojo se observan los quiebres que tiene un ángulo igual o superior a 20°, seguido de 
verde para magnitudes intermedias y en azul los ángulos cercanos o iguales a 0°. 
En la Figura 7 se presentan imágenes representativas de los resultados obtenidos del 
análisis usando Bendix. CaM se encuentra representada en plateado y el dominio WRKY 
utilizando un gráfico heatmap. Se puede observar que los factores WRKY7 y WRKY17 
presentan estructuras sin ángulos mayores a 20°, lo cual se mantiene de esta manera a durante 
el trascurso de la simulación. Al compararlas con sus versiones mutantes 
WRKY7(F77R/L84R) y WRKY17(F57R/L64R), podemos ver que estas últimas presentan 
ángulos mayores de 20° evidenciando un cambios conformacional por lo cual las hélices se 
observan de color rojo (Figura 7). Por otro lado el factor WRKY 11 en su versión silvestre 
presenta un quiebre en la parte inferior que se mantiene durante toda la simulación, al 
compararla con su mutante WRKY11(F58R/L65R) podemos observar que esta hélice no 
presenta quiebres pero que sin embargo, la conformación adquirida no es igual a la observada 
en su versión silvestre, además cabe destacar que esta mutante oscila por una gran cantidad 





Figura 7: Estabilidad conformacional del CaM-binding domain de los factores WRKY en el 
interior de CaM. Curvaturas representativas de la hélice, en rojo se muestran ángulos mayores a 20°, 














 Como se mencionó en la introducción, al encontrarse CaM con su péptido blanco esta 
se pliega alrededor del CaM-binding domain provocándose el acercamiento de sus dos 
dominios globulares y el quiebre en la hélice que une estos dominios (linker) (Figura 2) 
 En la Figura 8 se muestran los cambios conformacionales sufridos por CaM en las 
simulaciones con los factores WRKY mutantes, representado en los ángulos de cierre de 
CaM, este ángulo permite evaluar el posicionamiento de los dominios globulares respecto al 
linker. Se puede observar como todas las mutantes presentan ángulos menores que las 
versiones silvestres lo que evidencia una mayor separación del dominio globular 1 respecto 
al 2. El menor ángulo observado es 42° ± 9° el cual corresponde a WRKY11(F58R/L65R) 
donde se puede observar notoria separación de los dóminos globulares en comparación con 
la versión silvestre WRKY11 que cuenta con un ángulo de 115° ± 9°. Por otra parte las 
versiones mutantes WRKY7(F77R/L84R) y WRKY17(F57R/L64R) presentan ángulos de 
94° ± 9° y 93° ± 17° respectivamente, estos ángulos son inferiores a los observados en las 
versiones silvestres WRKY7 y WRKY17 (115° ° ± 12° y 135° ± 7° respectivamente), a pesar 
de representar una diferencia menor a la observada estos cambios son de igual manera 














Figura 8: Cambios conformacionales representativos de CaM. Conformaciones representativas 
adoptadas por el complejo Ca+2/CaM – WRKY, las líneas punteadas representan el ángulo entre el 
dominio globular 1 (verde), el dominio globular 2 (azul) y el linker (rosado) de CaM. El dominio 
WRKY se encuentra representado en cian. 
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Durante de los análisis realizados a los complejos estudiados se encontró en la 
mutante WRKY7(L65R/L84R) un comportamiento especial. En la Figura 9 se puede 
observar el cambio producido en la α-hélice formada por el CaM-binding domain del factor 
WRKY7 producto de la mutación L84R, en rosado se observa el residuo 84 en la versión 
silvestre WRKY7 que corresponde a una leucina n versión silvestre y en la versión mutante 
WRKY7(L65R/L84R) donde corresponde a una arginina, se puede distinguir como los 
aminoácidos se orientan hacia lados distintos e interactúa con un grupo distinto de residuos, 
lo que genera en la mutante un quiebre y discontinuidad en la hélice. 
 
 
Figura 9: Estabilidad conformacional del CaM-binding domain del factores WRKY7 y 
WRKY7(F65R/L84R) en el residuo 84. Curvatura representativa de la hélice, en rosado se 
muestra el residuo 84 del CaM-binding domain (celeste) en el interior de CaM (plateado) además se 
muestran los residuos a una distancia igual o inferior 3Å del residuo 84 del CaM-binding domain. 
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2. Análisis in vivo de la interacción de WRKY7, -11 y -17 con CaM. 
2a. Análisis de la localización de las proteínas WRKY7, -11, -17 y CaM; mediante 
ensayos de expresión transitoria en hojas de tabaco. 
Para determinar la localización subcelular de las proteínas en estudio (WRKY 7, -11, 
-17 y CaM2), se realizó agroinfiltración y análisis transitorio de hojas de tabaco con una 
construcción que contiene la fusión traduccional de la región codificante de cada gen en 
estudio, con el gen que codifica para la proteína fluorescente verde (GFP) o roja (RFP) 
utilizando el sistema de clonamiento GatewayTM (Materiales y métodos, sección 2.4). Setenta 
y dos horas posteriores a la agroinfiltración se analizó la localización de las proteínas de 
interés, mediante microscopía confocal. 
Para ello, se amplificaron mediante PCR, las regiones codificantes (CDS) de WRKY7 
(1.059 pb), WRKY11 (975 pb), WRKY17 (963 pb) y CaM2 (483 pb), utilizando la enzima 
Platinum Taq High Fidelity (Materiales y métodos, sección 2.3.3). El producto obtenido fue 
clonado en el vector de entrada pENTR TM/D-TOPO (Materiales y métodos, sección 2.3.7). 
Las colonias de E. coli seleccionadas luego de la transformación, fueron comprobadas por 
PCR, amplificando una pequeña región del inserto, y por ensayos de restricción utilizando 
las enzimas de restricción AvaI, EcoICRI, NotI, BglII y EcoRV (Materiales y métodos, 
sección 2.3.6), utilizando el DNA plasmidial purificado (Materiales y métodos, sección 
2.3.5) (Anexo Figura 1). Los clones positivos fueron secuenciados y con estos resultados se 
eligieron los clones finales para la recombinación y generación  de los vectores de expresión 
(Materiales y métodos, sección 2.3.8). 
Los clones seleccionados por ensayos de restricción fueron utilizados para 
transformar Agrobacterium tumefaciens. Una vez determinados los clones positivos por 
PCR, se realizó un cultivo de cada uno de ellos y se agroinfiltraron por la región  abaxial de 
hojas de tabaco (Materiales y métodos, sección 2.8). La localización subcelular se determinó 
mediante microscopía confocal, utilizando la tinción DAPI, para identificar el núcleo. Esta 
tinción consiste en la marcación fluorescente de regiones enriquecidas en adenina y timina 
en el DNA (Kapuscinski, 1995). Los resultados se muestran en la Figura 10. 
Se puede observar que el patrón de localización de las proteínas de fusión GFP-
WRKY7, -11 y -17; es muy similar al patrón observado con la tinción con DAPI, donde se 
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puede distinguir el núcleo, lo cual se confirma con la co-localización (Fig. 10, paneles 
derechos). En el caso de la proteína de fusión RFP-CaM, se puede distinguir la localización 
nuclear, sin embargo, adicionalmente se observa acumulación de la proteína en otras zonas 
de la célula que corresponderían a citoplasma, además se observa la existencia de estructuras 






Figura 10: Localización sub-celular en células epidermales de tabaco. Imágenes obtenidas en el 
microscopio confocal 72 horas post agroinfiltración de hojas de tabaco realizada con la construcción 
35S:GFP-WRKY o 35S:RPF-CaM. Trozos de hoja de 1-2 cm2 y se incubaron por 30 minutos con 





2b. Análisis de la interacción proteína- proteína in vivo, mediante ensayos de BiFC 
(Bimolecular Fluorescent Complementation). 
Se ha descrito que los factores de transcripción WRKY correspondientes al grupo IId, 
poseen el dominio “C” o CaM-binding domain, el cual podría modular la interacción con 
Calmodulina de una manera dependiente de calcio (Park et al., 2005). Park y colaboradores 
demostraron que el factor WRKY 7 interactúa con calmodulina de manera dependiente de 
calcio y sugirieron, realizando ensayos in vitro, que el resto de los miembros de este grupo 
también tendría esta capacidad. 
Para probar la interacción WRKY11 - CaM y WRKY17 – CaM in vivo en plantas de 
tabaco, se utilizó el ensayo de BiFC. Para esto se generó una fusión traduccional de la región 
codificante de cada gen, con el extremo amino o carboxilo del gen reportero YFP (Yellow 
Fluorescent Protein), bajo control del promotor 35S, utilizando el sistema GatewayTM 
(Materiales y métodos, sección 2.5). 
Para ello, se utilizaron los vectores de entrada descritos en el punto anterior, con los que 
se generaron los vectores de expresión necesarios para BiFC (Materiales y métodos, sección 
2.3.8).  
Los clones seleccionados por ensayos de restricción fueron utilizados para transformar 
Agrobacterium tumefaciens. Una vez determinados los clones positivos por PCR, se realizó 
un cultivo de cada uno de ellos y se co-agroinfiltraron abaxialmente, hojas de tabaco 




Figura 11: Interacción proteína- proteína mediante ensayos de BiFC en células 
epidermales de tabaco. Imágenes obtenidas en el microscopio confocal 72 horas post 
agroinfiltración de hojas de tabaco realizada con las construcciones 35S:WRKY11-YFPC y 35S:CaM-
YFPN o 35S: WRKY17-YFPC y 35S:CaM-YFPN. Barra: 20 μm 
 
La figura muestra que tanto para WRKY11 - CaM como para WRKY17 – CaM, se 
observa señal en los estomas, lo cual podría corresponder a la fluorescencia dada por la 
reconstitución de la proteína YFP, lo que indicaría que hay interacción física entre las 





2c. Análisis in vivo de la dependencia de calcio de la interacción WRKY - CaM, 
mediante ensayos de BiFC (Bimolecular Fluorescent Complementation). 
Park y colaboradores demostraron que el factor WRKY 7 interactúa con CaM de manera 
dependiente de calcio y sugirieron, realizando ensayos in vitro, que el resto de los miembros 
de este grupo también tendrían esta capacidad. 
Para probar la dependencia de calcio de la interacción WRKY11 - CaM y WRKY17 – 
CaM in vivo en plantas de tabaco, se utilizó el ensayo de BiFC, descritos en el punto anterior, 
pero el análisis se realizó en tratamientos con CaCl2 o EGTA (quelante de Ca
+2 del apoplasto) 
Para esto las construcciones descritas en el punto anterior. Los clones seleccionados por 
ensayos de restricción fueron utilizados para transformar Agrobacterium tumefaciens. Una 
vez determinados los clones positivos por PCR, se realizó un cultivo de cada uno de ellos y 
se co-agroinfiltraron abaxialmente, hojas de tabaco (Materiales y métodos, sección 2.8). Las 
cuales 72 horas post infiltración fueron tratadas en medio ½ MS suplementado con CaCl2 
(200 mM) o EGTA (100mM) durante 1 hora (Beneloujaephajri et al., 2013; Monks et al., 




Figura 12: Interacción proteína- proteína mediante ensayos de BiFC en células 
epidermales de tabaco. Imágenes obtenidas en el microscopio confocal 72 horas post 
agroinfiltración de hojas de tabaco realizada con las construcciones 35S:WRKY11-YFPC y 35S:CaM-








Figura 13: Interacción proteína- proteína mediante ensayos de BiFC en células 
epidermales de tabaco. Imágenes obtenidas en el microscopio confocal 72 horas post 
agroinfiltración de hojas de tabaco realizada con las construcciones 35S: WRKY17-YFPC y 35S:CaM-






En las figuras se muestra que tanto para la interacción de WRKY11 - CaM (Fig. 12) 
como para WRKY17 – CaM (Fig. 13); se observa fluorescencia verde en los estomas como 
se describió anteriormente (Fig. 11). De manera muy interesante, en el tratamiento con CaCl2 
se observó un aumento en la fluorescencia marcándose no solo estomas sino que además 
células cercanas a este (Fig. 12 y 13, paneles centrales). Cuando el calcio proveniente del 
apoplasto, es quelado mediante el tratamiento con EGTA, la marca desaparece 
completamente indicando que las proteínas dejan de interactuar (Fig. 12 y 13, paneles de la 
derecha). Esto nos permite sugerir que la interacción entre los factores WRKY y CaM, podría 
ser dependiente de calcio. 
3. Análisis in vivo del efecto de la interacción de WRKY7, -11 y -17 con CaM sobre la 
localización subcelular de los factores de transcripción. 
3a. Análisis in vivo del efecto de la interacción WRKY - CaM en la localización 
subcelular de los factores de trascripción WRKY7, -11, -17. 
Dado que la localización subcelular del complejo WRKY-CaM observada mediante 
BiFC, es diferente a la localización nuclear observada en la Fig. 10, se decidió realizar 
análisis de localización subcelular, mediante coinfiltración  de ambas proteínas en estudio, 
en hojas de tabaco. 
Para este objetivo se realizó una co-agroinfiltración de hojas de tabaco, con 
construcciones que contiene una fusión traduccional de la región codificante de cada gen 
WRKY, con el gen que codifica para la proteína fluorescente verde (GFP) en conjunto con 
una construcción que contiene una fusión traduccional de la región codificante de CaM, con 
el gen que codifica para la proteína fluorescente roja (RFP) (Materiales y métodos, sección 









Figura 14: Localización subcelular en células epidermales de tabaco coinfiltradas con GFP-
WRKY y CaM-RFP. Imágenes obtenidas en el microscopio confocal 72 horas post agroinfiltración 
de hojas de tabaco realizada con las construcciones A) 35S:GFP-WRKY7 + 35S:RPF-CaM. B) 
35S:GFP-WRKY11 + 35S:RPF-CaM. C) 35S:GFP-WRKY17 + 35S:RPF-CaM. Trozos de hoja de 1-
2 cm2 y se incubaron por 18 horas con Mg132 100µm. Barra: 20 μm 
 
La figura 14 (A, B y C; paneles superiores) muestra que al coinfiltrar los factores 
WRKYs en estudio, junto con CaM, la marca nuclear de los factores desaparece (se hace 
muy tenue) en comparación con lo observado para esas mismas construcciones infiltradas 
por sí solas (Fig. 10). Este resultado nos sugiere que CaM, podría estar de alguna manera, 
secuestrando a WRKY al citosol y degradándolo. Es así que lo siguiente que hicimos fue  
inhibir la degradación vía proteasoma, mediante tratamientos con MG132. Cuarenta y ocho 
horas post co-infiltración de las combinaciones de WRKY-CaM, las hojas de tabaco fueron 
tratadas en medio ½ MS½, suplementado con MG132 (100 µM) por 18 horas (Parra-Rojas et 
al., 2015). 
En la figura 14 (A, B y C; paneles inferiores) se puede observar que posterior al 
tratamiento con MG132 los factores WRKY 7 11 y 17 presentan un aumento significativo en 
la marca nuclear y además, se observan algunas estructuras subnucleares, principalmente en 
los factores 7 y 17. Esto nos permite concluir que la interacción de WRKY, con CaM, llevaría 
al complejo a degradación vía proteasoma. 
 
3b. Análisis de la dependencia de Ca2+ en la localización subcelular de los factores de 
trascripción WRKY7, -11, -17; durante la interacción WRKY – CaM. 
Dado que Calmodulina es una proteína sensora de calcio que cambia su conformación 
según la disponibilidad de este ion, y que esto modula su actividad se analizó la dependencia 
de Ca2+ en la interacción WRKY - CaM y la localización subcelular de los factores de 
trascripción WRKY7, -11, -17. 
Para este objetivo se realizó la co-agroinfiltración de hojas de tabaco con las 
construcciones descritas en el punto anterior (35S:GFP-WRKY + 35S:RPF-CaM) (Materiales y 
métodos, sección 2.4 y 2.8). 
73 
 
Para evaluar la dependencia de esta interacción con los flujos de calcio en la célula, 
72 horas post co-infiltración de WRKY- CaM, las hoja fueron tratadas en medio ½ MS  
suplementado con CaCl2 (200 mM) por 2 horas o con EGTA (50mM) por 3 horas 
(Beneloujaephajri et al., 2013; Cronin et al., 2002; Monks et al., 2001). 
Al igual que lo observado anteriormente (Fig. 14), los tres factores WRKY presentan 
una marca nuclear atenuada al ser cotransformados con CaM (Fig. 15). De manera muy 
interesante, se observa que bajo tratamientos con CaCl2 la marca nuclear de los factores 
WRKY 11 y 17 desaparece por completo (Fig. 15 B y C). Sin embargo, el factor WRKY 7 
no presenta mayores alteraciones (Fig. 15 A). Por otra parte al ser sometidos a tratamientos 
con EGTA los factores WRKY 11 y 17 recuperan una intensa marca nuclear, no así el WRKY 
7 permanece nuevamente inalterado (Fig. 15 A). Teniendo en cuenta que la interacción 
WRKY- CaM, sería regulada por calcio y que estos factores estarían regulando la respuesta 
de defensa basal de la planta frente a infecciones por Pst, decidimos analizar el efecto del 
efector bacteriano Flg22, en dicha interacción. 
3c. Analiza el efecto del tratamiento con Flagelina en la interacción WRKY – CaM 
Thor y colaboradores (2014) demostraron que tratamientos con Flg22 provocan un 
aumento de [Ca+2] y que estos flujos son parte de la señalización gatillada en el 
reconocimiento del patógeno por la planta y que CaM es una proteína sensora de calcio, 
nuestro siguiente objetivo fue analizar el efecto de tratamientos con el péptido Flagelina 22 
en la interacción WRKY-CaM. 
Para esto, se realizaron co-agroinfiltraciones de hojas de tabaco, con las 
construcciones descritas anteriormente (35S:GFP-WRKY + 35S:RPF-CaM).  
Setenta y dos horas post co-infiltración las hojas de tabaco fueron tratadas en medio ½ MS½,  
suplementado con Flg22 (2 µM) por 2 horas o con Flg22 (2 µM) + EGTA (50mM) por 3 
horas. Esto nos permitió evaluar si el efecto observado en los tratamientos con Flg22 era 
producto de cambios en la concentración de calcio. 
Al igual que se describió anteriormente de manera control los tres factores WRKY 
presentan una marca nuclear atenuada al ser cotransformados con CaM (Fig. 14). Se observa 
que bajo tratamientos con Flg22 la marca nuclear de los tres factores WRKY desaparece por 
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completo (Fig. 16 A, B y C; paneles centrales). Lo mismo que observamos en los 
tratamientos con CaCl2 (Fig. 15 B y C). Por otra parte al someter las hojas a tratamientos 
combinados de Flg22 con EGTA (quelante de calcio apoplástico), los factores WRKY 11 y 
17 muestran la misma marca nuclear observada de manera control, viéndose inhibido el 
efecto de Flg22 al ser combinado con EGTA, no así el WRKY 7 en el cual la marca nuclear 
desaparece por completo al igual que en el tratamiento con Flg22 (Fig. 16 A).  
Para corroborar que el efecto observado en los tratamientos es producido por la 
sobreexpresión de los factores WRKY en conjunto con CaM, se repitieron los tratamientos 
con CaCl2 en hojas de tabaco agroinfiltradas solo con 35S:GFP-WRKY7, 35S:GFP-WRKY11 o 
35S:GFP-WRKY17. Como podemos observar en la figura 17, en las células que sobreexpresan 














Figura 15: Localización subcelular en células epidermales de tabaco coinflitradas. Imágenes obtenidas en el microscopio confocal 72 horas post 
agroinfiltración de hojas de tabaco realizada con las construcciones A) 35S:GFP-WRKY7 + 35S:RPF-CaM. B) 35S:GFP-WRKY11 + 35S:RPF-CaM. 















Figura 16: Localización subcelular en células epidermales de tabaco coinflitradas. Imágenes obtenidas en el microscopio confocal 72 horas post 
agroinfiltración de hojas de tabaco realizada con las construcciones A) 35S:GFP-WRKY7 + 35S:RPF-CaM. B) 35S:GFP-WRKY11 + 35S:RPF-CaM. 
C) 35S:GFP-WRKY17 + 35S:RPF-CaM. Trozos de hoja de 1-2 cm2 y se incubaron por 2 horas con Flg22 2µm o por 3 horas con Flg22 2µm + 



























Figura 17: Localización subcelular en células epidermales de tabaco inflitradas. Imágenes obtenidas en el microscopio confocal 72 horas post 
agroinfiltración de hojas de tabaco realizada con las construcciones A) 35S:GFP-WRKY7. B) 35S:GFP-WRKY11. C) 35S:GFP-WRKY17.  Trozos 
de hoja de 1-2 cm2 y se incubaron por 2 horas con CaCl2. Barra: 10 μm 
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4. Determinar los residuos aminoacídicos de WRKY7, -11 y -17, necesarios para la 
interacción con CaM 
4a. Generar versiones mutantes en los dominios de unión a CaM, predichos para cada 
factor de transcripción, mediante mutagénesis sitio-dirigida de los dominios de unión a 
CaM. 
Park y colaboradores (2005) describieron los residuos aminocídicos del factor de 
transcripción WRKY7, necesarios para su interacción con CaM. Además observaron que 
estos residuos son conservados entre los miembros de esta familia. 
Utilizando los datos publicados por Park y colaboradores (2005), se diseñaron 
partidores que incluyen las mutaciones deseadas, con los cuales se amplificaron los vectores 
de entrada en los cuales se clonaron las regiones codificantes de cada gen (Materiales y 
métodos, sección 2.3.11). Una vez obtenidas los clones estos se enviaron a secuenciar para 
verificar a presencia de la mutación. Cada residuo fue mutado individualmente, es decir una 
vez obtenida la primera mutación se realizaba la segunda utilizando como templado el clon 
positivo obtenido por secuenciación. 
En la Figura 18 A se puede observar un alineamiento entre el factor de trascripción 














Figura 18: Mutagénesis sitio-dirigida. Alineamiento de los factores de trascripción WKRY con su 
versión doble mutantes utilizando los resultados obtenidos de la secuenciación. 
 
Aquí se distinguen los codones alterados que resultarán en el cambio aminoacídico 
deseado WRKY7(F77R/L84R). De la misma manera en la Figura 18 B, se pueden observar 
los nucleótidos mutados que generaran la versión mutante deseada WRKY11(F58R/L65R). A 
pesar de que se realizaron varios intentos, no se logró obtener la versión mutante del factor 
WRKY17, dado que no se pudo amplificar el vector de entrada con los partidores de 
mutagénesis, sin importar las condiciones de PCR nunca se logró obtener una banda definida 
en esta reacción (Materiales y métodos, sección 2.3.11). Teniendo en cuenta que nuestro 
grupo (Arraño-Salinas y colaboradores, datos no publicados) propuso la existencia de una 
función redundante entre los factores WRKY11 y WRKY17 junto con la alta homología 
existente entre ellos (Anexo Figura 2), se decidió seguir trabajando solo con las mutantes 






4b. Análisis de la funcionalidad de las versiones mutantes WRKY7(F77R/L84R), 
WRKY11(F58R/L65R) mediante ensayos in vivo de interacción de los factores WRKY 
con CaM y su dependencia de Ca2+. 
Según lo descrito por Park y colaboradores (2005), las mutantes puntuales WRKY en 
el dominio de unión a Calmodulina, no tienen la capacidad de unirse a CaM. Por esto fueron 
utilizadas para corroborar que los efectos observados son dependientes de la interacción 
WRKY-CaM y que esta interacción depende de los residuos predichos utilizando simulación 
molecular. 
Para la funcionalidad de las versiones mutantes evaluando su la localización 
subcelular al ser coinfiltradas con de manera transitoria, se realizó co-agroinfiltración de 
hojas de tabaco con una construcción que contiene una fusión traduccional de la región 
codificante de cada gen mutado, con el gen que codifica para la proteína fluorescente verde 
(GFP) utilizando el sistema de clonamiento GatewayTM (Materiales y métodos, sección 2.6). 
De cada uno de los clones seleccionados se realizaron un cultivos y se co-
agroinfiltraron abaxialmente hojas de tabaco (Materiales y métodos, sección 2.8). 
Setenta y dos horas post infiltración las hojas fueron tratadas en medio ½ MS,  
suplementado con Flg22 (2 µM) por 2 horas o con Flg22 (2 µM) + EGTA (50mM) por 3 
horas. Esto nos permite evaluar si el efecto observado con los tratamientos con Flg22 es 
producto de cambios en la concentración de calcio. 
En la Fig. 19 se observa, primeramente que en el control la mutante 
WRKY7(F77R/L84R), coninfiltrada con CaM, presenta una alta marca nuclear en 
comparación con la versión silvestre WRKY7 (Fig. 16). Además podemos ver como los 
tratamientos con Flg22 o CaCl2 no tienen ningún efecto en la versión mutante a diferencia de 
lo observado anteriormente (Fig. 16 A), donde el tratamiento con Flg22 en la versión silvestre 
WRKY7 genera la pérdida de la marca nuclear, podemos observar que la mutante 
WRKY7(F77R/L84R) mantiene siempre una fuerte marca nuclear. 
En la Fig. 20 podemos observar, al igual que en la Fig. 19, que en el control la mutante 
WRKY11(F58R/L65R) presenta una fuerte marca nuclear en comparación con la versión 
silvestre WRKY11, además podemos ver como los tratamientos con Flg22 o CaCl2 no tienen 
efecto en la versión mutante, a diferencia de lo observado en la versión silvestre WRKY11 
(Fig. 16), donde el tratamiento con Flg22 y CaCl2 genera la pérdida de la marca nuclear, 
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podemos observar que la mutante WRKY11(F58R/L65R) mantiene siempre una fuerte marca 
nuclear. 
En la Figura 21 podemos observar que al igual que la doble mutante 
WRKY7(F77R/L84R) la mutante WRKY7(L84R) en el control presenta una fuerte marca 
nuclear en comparación con la versión silvestre WRKY7, además podemos ver como los 
tratamientos con Flg22 o CaCl2 no tienen ningún efecto en esta mutante a diferencia de lo 
observado en la Figura 16, donde el tratamiento con Flg22 en la versión silvestre WRKY7 
genera la pérdida de la marca nuclear, podemos observar que la mutante WRKY7(L84R) 




Figura 19: Localización subcelular en células epidermales de tabaco coinfiltradas. 
Imágenes obtenidas en el microscopio confocal 72 horas post agroinfiltración de hojas de tabaco 
realizada con la construcción 35S:GFP-WRKY7 + 35S:RPF-CaM. o 35S:GFP-
WRKY7(F77R/L84R) + 35S:RPF-CaM). Trozos de hoja de 1-2 cm2 y se incubaron por 2 horas con 





Figura 20: Localización subcelular en células epidermales de tabaco coinflitradas. 
Imágenes obtenidas en el microscopio confocal 72 horas post agroinfiltración de hojas de tabaco 
realizada con la construcción 35S:GFP-WRKY11 + 35S:RPF-CaM. o 35S:GFP- 
WRKY11(F58R/L65R) + 35S:RPF-CaM). Trozos de hoja de 1-2 cm2 y se incubaron por 2 horas con 






Figura 21: Localización subcelular en células epidermales de tabaco coinflitradas. 
Imágenes obtenidas en el microscopio confocal 72 horas post agroinfiltración de hojas de tabaco 
realizada con la construcción 35S:GFP-WRKY7 + 35S:RPF-CaM. o 35S:GFP-WRKY7(L84R) + 
35S:RPF-CaM). Trozos de hoja de 1-2 cm2 y se incubaron por 2 horas con CaCl2 200mM o Flg22 















5. Análisis funcional de la regulación de los factores de transcripción WRKY7, -11 y -
17 en la represión de UPR, durante la respuesta de defensa. 
5a. Analizar efecto de la ausencia de los factores de transcripción en la capacidad de 
secreción de proteínas relacionadas a patógeno clientes de retículo. 
La exposición de plantas a SA genera la síntesis de proteínas PRs (Delaney et al., 
1994), dentro de ellas una de las mejor caracterizada es PR1 que corresponde a una proteína 
cuya secreción ha sido asociada la homeostasis de ER (Moreno et al., 2012; Wang et al., 
2005). En nuestro laboratorio hemos demostrado que plantas mutantes en los factores de 
transcripción WRKY7, -11, -17; presentan una mayor acumulación de transcritos de genes 
que codifican  para distintas proteínas chaperonas de RE, en comparación con plantas WT 
(Arraño-Salinas, manuscrito en revisión, MPMI). Adicionalmente, en esta tesis hemos 
demostrado que los factores de transcripción WRKY tendrían una regulación post 
traduccional mediada por CaM y dependiente de cambios en la [Ca+2]Cyt (Figs. 10 a 16). Es 
así que a continuación quisimos analizar la capacidad de secreción de PR1 en plantas doble 
mutantes en los factores de transcripción WRKY7, -11, -17, con la finalidad de analizar la 
importancia de la regulación mediada por Ca+2/CaM – WRKY, en la represión de UPR 
durante la respuesta de defensa. 
Para esto plantas de Arabidopsis silvestres y dobles mutantes wrky11/17 y wrky7/11 
fueron tratadas con SA por 24 horas para gatillar una respuesta de defensa (Materiales y 
Métodos sección 2.13.1). Posteriormente se realizaron extractos de fluido intercelular (S) 
Como control se realizó un extracto de proteínas total para determinar si los efectos 
observados en la secreción no se deben a una menor síntesis de PR1. 
Una vez obtenidos los extractos proteicos, se realizó un Western Blot utilizando un 
anticuerpo primario policlonal generado contra un péptido sintético 
(QDSPQDYLRVHNQARC) que correspondiente al extremo amino de la proteína PR1 de 
Arabidopsis thaliana. . La membrana se escaneo utilizando el equipo C-DiGit® Blot Scanner 
y las imágenes obtenidas se analizaron y procesaron utilizando el programa Image Studio 
Digits V4.0. Este programa permite cuantificar la señal producida por cada banda, 
permitiendo estimar la cantidad de proteína. Los datos de cuantificación obtenidos, fueron 
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normalizados usando la intensidad de señal de las plantas WT. Como control de carga la 
membrana fue teñida con rojo Ponceau S. 
Como se observa en la Figura 22, las plantas mutantes tratadas con SA, presentan 
una menor secreción de PR1 en comparación con la planta WT, siendo la planta doble 
mutante wrky11/17 la que presenta menor intensidad (0,5) aproximadamente la mitad que la 
planta WT (1,0), seguida de la mutante wrky7/11 (0,6). Al observar el extracto total podemos 
ver que las plantas mutantes presentan comportamientos diferentes, por un lado la planta 
mutante wrky11/17 muestra una mayor acumulación de PR1 total (1,3) en comparación con 




Figura 22: Western Blot de secreción de PR1 en plantas de A. thaliana WT y doble 
mutantes wrky11/17 y wrky 7/11. Se obtuvo extracto intercelular (S) de plantas de dos semanas 
tratadas con SA 0,5 mM durante 24 horas. Como control se utilizó un extracto total (T). La membrana 





Debido a su naturaleza sésil, las plantas se ven expuestas constantemente a una amplia 
variedad de condiciones ambientales desfavorables que causan estrés que finamente afectan 
su crecimiento y desarrollo. Dentro de ellos cabe mencionar factores abióticos como ozono, 
exposición UV, alta salinidad, sequia etc. (Mahajan and Tuteja, 2005). Adicionalmente las 
plantas se enfrentan a diariamente a una amplia variedad de patógenos, con diferentes estilos 
de vida, que establece interacciones bióticas (Pieterse and Dicke, 2007). En general, estos 
patógenos se pueden clasificar en, patógenos (hemi)biótrofos que necesitan una célula viva, 
o patógenos necrótrofos, los que matan la célula y se alimentan de su contenido (Glazebrook, 
2005; Mengiste, 2012; Dixon et al., 1990) 
La principal reprogramación transcripcional asociada a la respuesta de defensa de la 
planta requiere no solo de hormonas sino que también de la acción de diversos factores de 
transcripción y sus coactivadores (Chen and Chen, 2002; Chen and Zhu, 2004; Eulgem, 
2005). Entre las varias clases de factores de transcripción asociadas a la respuesta de defensa 
se encuentran las proteínas de unión a DNA que contienen dominios WRKY las que parecen 
ser exclusivas de plantas (Eulgem et al., 2000). 
Casi el 70% de los factores de transcripción WRKY presentan una expresión 
diferencial frente a tratamientos con SA exógeno o infecciones con cepas avirulentas de 
Pseudomonas syringae, lo que sugiere que la función principal de esta súper familia de genes 
es la regulación de genes asociados a la respuesta de defensa (Dong et al., 2003). A diferencia 
de otros genes relacionados a defensa como los genes PR, la mayoría de los genes WRKY se 
inducen rápidamente en plantas infectadas o tratadas con SA, esta observación sugiere que 
estos factores son blancos tempranos de la activación transcripcional durante la respuesta de 
defensa de la planta y que la identificación de sus componentes regulatorios ayudaría a 
esclarecer los eventos de señalización temprana activados tras la infección de patógenos 
(Dong et al., 2003). 
Estudios de diversas clases factores de transcripción han indicado que varias de estas 
proteínas de unión a DNA interactúan con otros factores de transcripción o proteínas 
asociadas para alcanzar la especificidad requerida para el control de sus genes blanco, en 
consiguiente la especificad de los factores WRKY in vivo, también puede ser lograda a través 
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de interacciones proteína-proteína similares, formando complejos con especificidades de 
unión diferentes (Lee et al., 2010; Hoeflich and Ikura, 2002; Yang and Poovaiah, 2002). Así 
mismo, moléculas señalizadoras como SA, JA, ET, ROS y el ion calcio juegan un rol 
importante en la respuesta de defensa gatillando vías de señalización específicas para la 
activación y regulación de un set específico factores WRKY (Ulker and Somssich, 2004). 
Los factores WRKY7, -11 y -17 poseen un CaM-binding domain, que modula la 
interacción con Calmodulina de una manera dependiente de calcio, dado que la interacción 
planta- patógeno genera un aumento significativo de [Ca2+]cyt la actividad estos factores 
podría estar controlada por la unión del complejo Ca+2/CaM. 
Por esto, en esta tesis, se quiso estudiar el efecto de la interacción entre el complejo 
Ca+2/CaM y los factores de transcripción WRKY7, -11 y -17 durante el establecimiento de 
la respuesta de defensa en Arabidopsis thaliana 
1. Modelamiento y análisis in silico del complejo Ca+2/CaM  durante la interacción con 
los factores de transcripción WRKY7, -11 y -17. 
Dinámica molecular es un método que permite la simulación del comportamiento de 
sistemas complejos a nivel atómico. Las ecuaciones de movimiento se resuelven 
numéricamente para seguir la evolución del sistema durante el transcurso del tiempo, 
permitiendo el cálculo de las propiedades cinéticas y termodinámicas del sistema por medio 
de “experimentos computacionales” (Jarosaw, 2001). Gracias a esto, las simulaciones de 
dinámica molecular son una herramienta importante para entender las bases físicas de la 
estructura y función de macromoléculas biológicas.  
La simulación de dinámica molecular ha sido ampliamente usada para el estudio de 
las dinámicas de macromoléculas como proteínas o ácidos nucleicos estudiando por ejemplo 
su plegamiento y las estructuras específicas adoptadas consistentes con su función (Karplus 
and McCammon, 2002). La información que se puede obtener a partir del análisis de 
trayectorias de dinámica molecular van desde estudios energéticos hasta el comportamiento 
estructural en los complejos de los sistemas estudiados, debido a esto se decidió 
complementar el estudio experimental de la interacción de los factores WRKY 7, -11 y -17 
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con simulaciones de dinámica molecular que ayuden a correlacionar sus resultados con la 
capacidad de interacción entre los distintos factores y CaM. 
Para el análisis de los complejos obtenidos, cada uno compuesto por 4 átomos de 
calcio, calmodulina y el dominio de unión a calmodulina de los factores de transcripción 
WRKY7, -11 o -17. Se escogieron dos maneras de evaluación de sus estructuras, primero se 
evaluó la estabilidad estructural de la α-hélice formada por el CaM-binding domain de los 
factores WRKY a partir del cambio del angulo formado por Carbonos-alfa adyacentes 
(Ceruso and Weinstein, 2002) y evaluando la estabilidad estructural de CaM sobre la hélice 
(Chou et al., 2001), para lo cual se evaluó el ángulo formado por tres puntos, uno en cada 
dominio globular y un tercero en el domino linker, lo que permite describir el plegamiento 
de CaM sobre el CaMBD de los factores WRKY. Utilizando estas estrategias pudimos 
determinar que se observan dos comportamientos mayoritarios para cada complejo, los 
cuales se describen a continuación. 
Al analizar los complejos compuestos por las versiones WT de los factores WRKY 
podemos ver que la hélice en todos los sistemas utilizados mantiene su estructura durante la 
simulación (40 ns) sin presentar ángulos de quiebre mayores a 20 grados (Fig. 7) Esto nos 
indica que la conformación adaptada por los factores al interactuar con CaM es 
energéticamente estable.  
Al analizar el complejo formado por la mutante WRKY7(F77R/L84R), podemos 
observar un cambio estructural significativo en la α-hélice formada por el CaM-binding 
domain (Fig. 7). Este cambio ocurre en presencia en interacción con CaM, ya que 
simulaciones de estas  hélices en agua no presenta esta estructura, sino que mantiene la 
observada para los complejos silvestres (Anexo Figura 4), lo cual sugiere que la 
conformación adoptada en el interior de CaM es inestable. Además, se observó un cambio 
en el ángulo de cierre de CaM entre las versiones mutantes y silvestres (Fig 8), donde la 
mutante se encuentra plegada generando que los dos dominios globulares se encuentre a 
mayor distancia comparado con la silvestre. Esto indicaría que en las versiones mutantes la 
capacidad de CaM de plegarse sobre el CaMBD se encuentra alterada y es 
conformacionalmente desfavorable. Estos comportamientos se repiten en la versión mutante 
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WRKY17(F57R/L64R), en la cual las mayores alteraciones también se pueden observar en 
la estabilidad conformacional de la α-hélice formada por el CaM-binding domain. 
Por otro lado la versión mutante WRKY11(F58R/L65R), presenta la mayor alteración en el 
ángulo y la orientación de los dominios globulares (Fig. 8), en este caso se observa un 
aumento significativo de la apertura de CaM lo cual se evidencia en un ángulo altamente 
alterado y una orientación distinta de los domino globulares. La hélice fluctúa en varios 
estados, si bien no presenta un quiebre notorio durante la trayectoria como podemos observar 
en las mutantes WRKY7(F77R/L84R) y WRKY17(F57R/L64R) (Fig. 7), lo cual indicaría 
que presenta una leve inestabilidad conformacional. 
Dentro de los datos obtenidos se observó un pronunciado quiebre en la hélice 
provocado por la mutación L84R en el factor WRKY7 (Figura 9), esta alteración por si sola 
genera un cambio conformacional significativo en la estructura y continuidad de la hélice 
evidenciado una alta inestabilidad esto condice con lo publicado por Park y colaboradores 
(2005) quienes, mediante ensayos in vitro, describieron que esta mutación causaba el mayor 
efecto de pérdida de interacción, siendo este casi completo, pero que sin embargo, era la 
doble mutante WRKY7(F77R/L84R) la que perdía por completo la capacidad de interactuar. 
En resumen, utilizando estas estrategias se pueden inferir dos fenómenos que afectarían la 
interacción entre los factores WRKY y CaM, en el caso de los factores WRKY 7 y WRKY 
17, principalmente se observa una alta inestabilidad del complejo debido a que la α-hélice 
formada por el CaM-binding domain, al interactuar con CaM adopta una conformación 
inestable. En el caso de WRKY 11 el fenotipo corresponde principalmente a un pliegue 
incorrecto de CaM sobre la hélice por lo cual no es capaz de cerrarse de manera correcta 
sobre el dominio, esta distancia entre CaM y WRKY11 podría explicar que la hélice se 
comporte como si se encontrara en agua y no en interacción con CaM 
2. Análisis in vivo de la interacción de WRKY7, -11 y -17 con CaM 
Como primer acercamiento en el análisis de la interacción entre los factores WRKY 
y CaM, se determinó la localización subcelular de los tres factores WRKY y CaM de manera 
de determinar si compartían la misma localización presumiendo que esto facilitaría la 
interacción. Los tres factores WRKY presentaron una localización nuclear al ser 
90 
 
sobreexpresados en células epidermales de tabaco (Fig. 10), previamente se reportó que el 
factor WRKY 7 presenta una localización nuclear al ser sobreexpresado en células 
epidermales de cebolla (Kim et al., 2006) lo que es consistente con nuestros resultados (Fig. 
10). Otros factores WRKY estudiados también presentan localización nuclear en células 
epidermales de tabaco, como el WRKY 8 (Chen et al., 2010), más aún una característica de 
los factores WRKY 7, -11 y 17 es que poseen una hipotética señal de localización nuclear 
(NLS) en su secuencia lo que nos hace suponer que la localización nuclear observada es la 
correcta. 
La localización observada para CaM en la Figura 10 es consistente con estudios que 
reportan una localización tanto nuclear como citoplasmática (Baum et al., 1996; Snedden 
and Fromm, 2001). Otros estudios también han reportado localización en la membrana 
citoplasmática, posiblemente debido a la presencia de bombas transportadoras de calcio 
reguladas por esta proteína (Rodríguez-Concepción et al., 1999). Respecto a la localización 
de CaM existen diversos estudios que evidencian la translocación de estas proteínas bajo 
diversos estímulos desde el citoplasma o la membrana plasmática al núcleo (Snedden and 
Fromm, 2001; Rodríguez-Concepción et al., 1999). Además se ha sugerido una posible 
asociación de CaM al retículo dado que este presenta Ca+2 – ATPasas como ACA2, cuya 
actividad de se ve estimulada por el complejo Ca+2/CaM. Con estos antecedentes podemos 
sugerir que las estructuras observadas al transforma células epidermales de tabaco con CaM 
corresponden a núcleo y citoplasma principalmente, sin embargo, también se puede atribuir 
en cierta parte a RE o membrana citoplasmática. 
Park y colaboradores demostraron que el factor WRKY 7 interactúa con calmodulina de 
manera dependiente de calcio y sugirieron, realizando ensayos in vitro, que el resto de los 
miembros de este grupo también tendría esta capacidad. Con la finalidad de observar la 
interacción in vivo, entre los factores de transcripción WRKY7, -11 y -17 con CaM, se utilizó 
el ensayo de complementación bimolecular de fluorescencia (BiFC). 
El estudio de las interacciones entre proteínas en células vivas es de gran importancia ya 
que estas interacciones dependen de los factores tanto internos como externos que influyen 
en la célula, de esta manera las proteínas pueden tener funciones diferentes en distintos tipos 
de células y en respuesta a diferentes estímulos extracelulares, lo que se ve reflejado en 
91 
 
alteraciones en las interacciones proteicas o la localización subcelular de estas. (Kerppola, 
2008). Por consiguiente, la visualización directa de complejos proteicos en células vivas 
proporciona un valioso complemento a otros métodos para el estudio de interacciones entre 
proteínas en este caso complementando los resultados obtenidos por Park y colaboradores 
(2005), es debido a esto, que tras los análisis de localización subcelular se procedió a probar 
la interacción WRKY11 - CaM y WRKY17 – CaM in vivo en plantas de tabaco utilizando el 
ensayo de BiFC. 
Como se observa en la Figura 11, la formación el complejo Ca+2/CaM – WRKY solo se 
observó en el citoplasma de las células guarda que conforman el estoma, estas células prestan 
características que podrían estas favoreciendo la formación y acumulación del complejo y 
por esto solo se logró detectar en ellas. 
Los estomas son poros formados por par de células altamente especializadas llamadas 
células de guarda, que se encuentra en la epidermis de gran parte de la zona aérea de las 
plantas. Las células de guarda, abren y cierran los estomas a través de los cuales entra CO2 y 
sale agua, de esta manera regulan el intercambio gaseoso y la pérdida de agua. La apertura 
del poro depende del turgor de las células de guarda, las cuales al alcanzar su máximo turgor 
producen la máxima apertura y cuando no están turgentes cierran el poro (Batt, 2000). 
Los movimientos estomáticos son resultado de cambios en el potencial osmótico y 
por lo tanto la turgencia de las dos células de guarda que rodean al poro. Estos cambios 
ocurren por la modulación de los flujos de iones en la célula, dentro de los cuales los iones 
de calcio han sido propuestos como actores fundamentales (Allen et al., 2001; Hubbard et 
al., 2012; McAinsh et al., 1990). Gran cantidad de estímulos que producen cambios en la 
apertura del estoma utilizan las vía de transducción de señales que implican cambios en la 
[Ca+2]cyt de las células de guarda por lo cual se cree que la [Ca
+2]cyt en estas células, aumenta 
en respuesta a gran cantidad de estímulos (Lionel et al., 1998; Dodd et al., 2006; Young et 
al., 2006). Más aun una serie de estudios han descrito fluctuaciones en las [Ca+2]cyt de células 
de guarda que no han sido sometidas a estímulos, a estos flujos le des ha denominado cambios 
transitorios espontáneos de la [Ca+2]cyt (Hubbard et al., 2012; Yang et al., 2008).  
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Los aumentos en la concentración calcio a su vez, generan la activación de vías de 
señalización que producirán una mayor acumulación de calcio en el citosol, debido a flujos 
de calcio repetitivos a través de la membrana plasmática acompañado de la liberación de Ca+2 
de compartimientos intracelulares lo que finalmente produce grandes acumulaciones de 
calcio en el citoplasma alrededor del núcleo y la vacuola (Gilroy et al., 1993; Lionel et al., 
1998). Es por esto que las células de guarda han sido propuestas y son ocupadas como modelo 
en los estudios de flujo y señalización vía calcio (Fan et al., 2004; Han et al., 2003; 
Sirichandra et al., 2009).  
Teniendo en cuenta que CaM es una proteína sensora de calcio y que su actividad se 
ve modulada por la concentración de este ion en el citoplasma y que las células de guarda 
presentan una alta concentración y flujos de calcio, los resultados observados en la Figura 
11 son atribuibles a la mayor disponibilidad de calcio en las células de guarda que favorece 
la actividad de CaM permitiendo una mayor acumulación del complejo Ca+2/CaM – WRKY. 
Dado que el ensayo de BiFC supone la sobreexpresión de ambas proteínas y se requiere de 
la acumulación del complejo en el interior de la célula para su detección mediante 
microscopia confocal, es posible que el resto de las células epidermales no cuenten con la 
disponibilidad suficiente de calcio para la alta demanda que supone la sobreexpresión de 
CaM y por lo tanto, no se produce una acumulación del complejo insuficiente para su 
detección por microscopia. Por el contrario en las células guarda se favorece la formación y 
acumulación del complejo debido a la alta disponibilidad de calcio y por esto solo se detectó 
la fluorescencia en ellas. Más aún existe evidencia de que la señalización Ca+2/CaM se ve 
favorecida y tiene un rol fundamental en la señalización estomática (De Silva et al., 1985; 
Shimazaki et al., 1997). 
Para comprobar esta hipótesis se indujeron cambios en la concentración de calcio 
realizando tratamientos con CaCl2 para provocar un aumento la [Ca
+2]cyt o con EGTA para 
quelar el calcio proveniente del apoplasto, como se observa en las Figuras 12 y 13 tanto en 
la interacción WRKY11 - CaM y WRKY17 – CaM, los tratamientos con calcio favorecieron 
la interacción observándose un aumento en la fluorescencia marcándose no solo estomas sino 
que además células cercanas a este, esto se debe al aumento en la disponibilidad de Ca+2 en 
citoplasma favoreciéndose la conformación activa de CaM y por lo tanto la formación del 
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complejo Ca+2/CaM – WRKY (Figura 23 B). Por el contrario, quelar el calcio con EGTA 
provoca la pérdida total de la interacción debido a que CaM pierde su estructura activa al no 
haber calcio suficiente disponible (Figura 23 C). Ha sido probado que ambos tratamientos 
causan cambios en la [Ca+2]cyt de las células de guarda (Gilroy et al., 1991; Li et al., 1998; 
Shimazaki et al., 1997) sugiriendo fuertemente que la interacción es dependiente de calcio y 
más aun de la [Ca+2]cyt.  
Interesantemente, en ningún tratamiento se observó marca nuclear lo que indica que 
la interacción ocurre en todo momento en el citoplasma, este resultado difiere de lo observado 
anteriormente en la Figura 10, donde se determinó que los factores WRKY presentan 
localización nuclear. Estos resultados nos permites sugerir que para interactuar con CaM los 
factores WRKY salen del núcleo manteniéndose en el citoplasma formando el complejo 
Ca+2/CaM – WRKY, y que dicha interacción es dependiente de los flujos de calcio de la 
célula, de esta manera se regularía la localización de los factores WRKY entre núcleo y 






Figura 23: Modelo de interacción WRKY-CaM basado en el ensayo de BiFC. (A) Representa la condición basal en los estomas, donde 
existe una disponibilidad de Ca+2 (esferas grises) que permite la formación del complejo fluorescente en el citoplasma entre CaM (celeste) 
y los factores WRKY (verde). (B) Aumento de la cantidad de Ca+2 disponible en el citoplasma favoreciendo la formación del complejo 
citoplasmático. (C) La ausencia de Ca+2 en el citoplasma provoca la inactivación de CaM y la pérdida del complejo lo que permite la 
localización nuclear de los factores WRKY.  
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95 
 
3. Análisis in vivo del efecto de la interacción de WRKY7, -11 y -17 con CaM sobre la 
localización subcelular de los factores de transcripción. 
Dado que la localización subcelular del complejo WRKY-CaM observada mediante 
BiFC (Figuras 10-13), es diferente a la localización nuclear observada en la Fig. 10 se 
decidió estudiar más a fondo el posible efecto en el cambio de localización subcelular desde 
el núcleo al citoplasma que podría tener la formación del complejo Ca+2/CaM – WRKY, se 
utilizaron proteínas fusionadas a GFP y RFP para transformar células epidermales de tabaco 
de manera de poder rastrear su localización subcelular y si esta se ve alterada al 
sobreexpresarse ambas proteínas.  
Al encontrarse ambas proteínas sobreexpresadas en la célula se observó una 
disminución en la marca nuclear aportada por los factores WRKY (Fig. 14), sin embargo, no 
se observó acumulación en otras zonas de la célula. Este resultado podría deberse a la 
degradación del complejo vía proteosoma o a la baja acumulación y por lo tanto, la 
imposibilidad de detectarlo mediante microscopia confocal como se propone que sucede con 
las plantas transgénicas que expresan la construcción, 35S::NPR1-GFP (Spoel et al., 2009). 
En estas plantas la relocalización de NPR1 desde el citoplasma al núcleo solo se observa en 
las células de guarda (Kinkema et al., 2000), este fenómeno se atribuyó a que en el resto de 
las células del mesófilo la proteína de fusión se encontraba muy difusa en el citoplasma para 
ser detectada debido a su mayor tamaño en comparación con las células estomáticas 
(Kinkema et al., 2000). Interesantemente, se sabe que esta proteína es degradada de manera 
activa para controlar su actividad (Saleh et al., 2015; Spoel et al., 2009). 
Las plantas controlan los niveles y actividad de las proteínas vía la síntesis y 
degradación selectiva de estas. Existe numerosa bibliografía indicando que la degradación 
selectiva de proteínas celulares por la vía Ubiquitina (Ub)-proteosoma, es un mecanismo de 
regulación importante en plantas (Zhang et al., 2014). Este sistema está involucrado en una 
gran cantidad de procesos fisiológicos en las células eucariontes, regulando la estabilidad de 




Las proteínas que serán degradadas específicamente por la vía Ub – proteosoma son 
marcadas con la unión covalente de Ubs. Los conjugados Ubs - proteína son reconocidos por 
el proteosoma y degradados en péptidos pequeños y aminoácidos (Vierstra, 2009).  
En la respuesta de defensa esta vía también tiene un papel fundamental por ejemplo, 
en la regulación de NPR1 (Spoel et al., 2009) o la degradación del receptor de flagelina 
(FLS2) contribuyendo a la regulación negativa de la respuesta de defensa mediada por 
flagelina (Lu et al., 2011). Más aún, se ha reportado que la participación del complejo 
Ca+2/CaM en la regulación negativa de la inmunidad de la planta es coordinado por la vía Ub 
– proteosoma durante el establecimiento de la respuesta de defensa (Zhang et al., 2014) y 
además se probó que CaM2 interactúa con AtUBP6, que es un regulador de la ubiquitinación 
de proteínas, proponiéndose su participación en la degradación y/o estabilización de 
proteínas que son clientes de la vía de degradación dependiente de Ub (Moon et al., 2005). 
Con estos antecedentes se propuso la posible degradación de los factores WRKY 
asociados a su interacción con CaM, para comprobar esta hipótesis se trataron plantas con 
MG132 que es un inhibidor de la degradación de proteínas vía proteosoma (Alexandrova et 
al., 2008; Bogyo et al., 1997) esperando que la inhibir esta vía se lograra detectar la 
acumulación de ambas proteínas al ser coinfiltradas. Como se observa en la Figura 14, tras 
los tratamientos con este inhibidor la acumulación de los factores WRKY en el núcleo 
aumenta y además, se observan algunas estructuras subnucleares. Dado que la disminución 
de los factores WRKY solo se observó al sobreexpresarse de manera conjunta a CaM y no al 
estar solos (Fig. 10), nos permite concluir que la interacción de WRKY-CaM, llevaría al 
complejo a degradación vía proteasoma y de esta manera regularía la actividad de los factores 
WRYY como reguladores negativos tanto de UPR como de la respuesta de defensa.  
Sabiendo que la interacción entre los factores WRKY y CaM puede ser modulada por 
CaCl2 y EGTA (Figs. 12 y 13) lo que sugiere fuertemente que la interacción es dependiente 
de calcio y más aun de la [Ca+2]cyt. se indujeron cambios en la concentración de calcio 
realizando tratamientos con CaCl2 para provocar un aumento la [Ca
+2]cyt o con EGTA para 
quelar el calcio proveniente del apoplasto, como se observa en la Figura 15, los tratamientos 
con CaCl2 afectaron la marca nuclear de los factores WRKY 11 y 17 provocando su completa 
desaparición (Fig. 15 B y C) esto debido al aumento en la disponibilidad de Ca+2 en 
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citoplasma favoreciéndose la conformación activa de CaM y por lo tanto la formación del 
complejo Ca+2/CaM – WRKY que estaría siendo degradado vía proteosoma, de esta manera 
el aumento de calcio en el citoplasma regularía negativamente la localización nuclear de los 
factores WRKY y muy posiblemente su capacidad de actuar como reguladores negativos. No 
obstante, el factor WRKY 7 no presenta mayores alteraciones (Fig. 15 A), lo que estaría 
sugiriendo alguna otra regulación para este factor dado que su acumulación si se ve 
disminuida por CaM.  
Por otra parte al ser sometidos a tratamientos con EGTA provocando la pérdida de la 
interacción, debido a que CaM pierde su estructura activa al no haber suficiente calcio 
disponible, los factores WRKY 11 y 17 vuelven a acumularse en el núcleo, aportando 
evidencia de que es la interacción WRKY – CaM, lo que genera la pérdida de la localización 
nuclear de los factores WRKY. Consistentemente, el factor WRKY 7 permanece e inalterado 
(Fig. 15 A), reforzando a idea de que los cambio en la [Ca+2]cyt no regulan directamente este 
factor. 
Durante la interacción planta - patógeno, existe un reconocimiento de PAMPs, como 
flagelina, por parte de PRRs, este reconocimiento, va a gatillar el incremento del flujo de 
Ca+2 a través de la membrana plasmática, la activación de cascadas de señalización 
dependiente de proteínas quinasas, la síntesis de depósitos de callosa, una rápida acumulación 
de ROS y la síntesis de proteínas antimicrobianas del tipo PR, para montar una respuesta de 
defensa efectiva contra el patógeno, todo esto conocido como inmunidad gatillada por 
PAMPs o PTI (Beneloujaephajri et al., 2013; Jones and Dangl, 2006; Vidhyasekaran, 2014). 
Existe gran cantidad de evidencia que apoya la idea de que el estallido oxidativo y el 
aumento en la [Ca+2]cyt son eventos que ocurren de manera temprana en respuesta al ataque 
por patógenos (Apel and Hirt, 2004; Frei dit Frey et al., 2012; Lecourieux et al., 2002; Mou 
et al., 2003; Torres and Dangl, 2005). Considerando los factores WRKY 7, -11 y -17, son 
blancos tempranos de la activación transcripcional durante la respuesta de defensa de la 
planta (Journot-Catalino et al., 2006) y que si transcripción ocurriría de manera paralela a la 
acumulación de calcio en el citosol se analizó el efecto del elicitor bacteriano Flg22, en la 
interacción WRKY - CaM. 
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Se logró determinar que bajo tratamientos con Flg22 la marca nuclear de los tres 
factores WRKY desaparece por completo, lo que es atribuido al aumento de [Ca+2] 
provocado por Flg22 (Thor and Peiter, 2014) (Fig. 16 A, B y C; paneles centrales) lo que es 
concordante con en el resultado obtenido en los tratamientos con CaCl2 (Fig. 16 B y C). Para 
comprobar esto se realizaron tratamientos combinados de Flg22 con EGTA, de manera de 
inhibir exclusivamente el aumento de [Ca+2] en la señalización gatillada por Flg22. En estos 
tratamientos, los factores WRKY 11 y 17 muestran la misma marca nuclear observada de 
manera control, viéndose inhibido el efecto de Flg22 al ser combinado con EGTA. Esto nos 
permite concluir que durante la respuesta de defensa gatillada por Flg22 es el aumento de 
[Ca+2] lo que causa la pérdida de la localización nuclear de los factores WRKY mediada por 
CaM. 
El factor WRKY 7 responde a Flg22 perdiendo su localización nuclear, sin embargo, 
en los tratamientos combinados con EGTA, la marca nuclear desaparece por completo al 
igual que en el tratamiento exclusivo con Flg22, esto nos permite corroborar que este factor 
se ve modulado durante la señalización gatillada en el reconocimiento del patógeno por la 
planta sin embargo, no serían regulado directamente por los cambio producidos en la 
[Ca+2]cyt. Considerando que la acumulación de ROS es otro de los procesos gatillados de 
manera temprana en respuesta al ataque por patógenos y que este proceso afecta la 
acumulación de [Ca+2]cyt (Bostock, 2005; Grant et al., 2000; Torres and Dangl, 2005) la 
regulación de este factor podría estar dada por la activación de esta vía.  
Con toda esta información podemos propones el siguiente modelo, tras el 
reconocimiento del patógeno por la planta, se va a gatillar la acumulación de ROS y de Ca+2, 
al mismo tiempo se va a provocar la activación de la transcripción de los factores WRKY 7 
11 y 17. La señalización gatillada por Flg22 va a promover la interacción entre WRKY y 
CaM, en el caso de los factores WRKY 11 y 17 en una manera directamente dependiente de 
calcio. El complejo formado, Ca+2/CaM - WRKY va a ocurrir en el citoplasma provocando 
la pérdida de la localización nuclear de los factores WRKY y finalmente causando su 
degradación. Una vez que las condiciones de [Ca+2]cyt vuelvan a niveles basales la interacción 
Ca+2/CaM – WRKY se va a ver desfavorecida permitiéndose la localización nuclear de los 




Figura 24: Modelo de interacción WRKY-CaM basado en los ensayos de coinfiltración. (A) Representa la condición basal, donde la 
disponibilidad de Ca+2 (esferas grises) que permite la formación y degradación de cierta cantidad de complejo entre CaM (celeste) y los factores 
WRKY (verde) sin embargo se mantiene una baja cantidad de WRKY libre que va al núcleo. (B) Tratamiento con Flg22 genera un aumento de la 
cantidad de Ca+2 disponible en el citoplasma favoreciendo la formación del complejo citoplasmático secuestrando el factor es su totalidad. (C) El 
tratamiento combinado de Flg22 con EGTA (morado) inhibe el aumento de calcio en el citoplasma replicando la condición basal. 
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100 
 
4. Determinar los residuos aminoacídicos de WRKY7, -11 y -17, necesarios para la 
interacción con CaM 
Park y colaboradores (2005) describieron que dos residuos aminocídicos del CaM-
binding domain (CaMBD) del factor de transcripción WRKY7 son necesarios para su 
interacción con CaM. Además, observaron que estos dos residuos son conservados entre los 
miembros de esta familia, utilizando estos datos se generaron las versiones mutantes 
WRKY7(F77R/L84R) y WRKY11(F58R/L65R) mediante mutagénesis sitio-dirigida (Fig. 
18). Nuestros ensayos preliminares utilizando simulación molecular corroboraron que estas 
alteraciones producen tanto, inestabilidad conformacional del CaMBD al interactuar con 
CaM, como una inestabilidad del plegamiento de CaM sobre el CaMBD (Fig.s 7 y 8). 
La mutante puntual WRKY7(F77R/L84R), no tiene la capacidad de unirse a CaM, de 
acuerdo a lo descrito mediante ensayos in vitro (Park et al., 2005). Por esto fue utilizada para 
corroborar que los efectos observados son dependientes de la interacción WRKY-CaM. En 
la Figura 19 se observa, primeramente que en el control esta mutante presenta una alta marca 
nuclear en comparación con la versión silvestre WRKY7 (Fig. 16) al coinfiltrarse con CaM 
lo cual corrobora que la disminución en la acumulación nuclear del WRKY 7 se debe a la 
interacción con CaM. Además podemos observar que la mutante WRKY7(F77R/L84R) 
mantiene siempre una fuerte localización nuclear, los tratamientos con Flg22 o CaCl2 no 
tienen ningún efecto cuando el factor no tiene la capacidad de interactuar con CaM, a 
diferencia de lo observado anteriormente (Fig. 16 A), donde el tratamiento con Flg22 en la 
versión silvestre WRKY7 genera la pérdida de la marca nuclear. Esto nos corrobora que las 
alteraciones en la localización nuclear observadas bajo el tratamiento con Flg22 son 
dependientes de la interacción con CaM.  
Con los resultados de simulación molecular se logró determinar que la mutación L84R 
en el factor WRKY7, provoca un pronunciado quiebre en la hélice por sí sola evidenciado 
una alta inestabilidad, esto condice con lo publicado por Park y colaboradores quienes, 
mediante ensayos in vitro, describieron que esta mutación causaba el mayor efecto de pérdida 
de interacción, siendo este casi completo, pero que sin embargo, era la doble mutante 
WRKY7(F77R/L84R) la que perdía por completo la capacidad de interactuar. Teniendo en 
cuenta estos antecedente se evalúo la funcionalidad de la mutante WRKY7(L84R). En la 
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Figura 21 podemos observar que la simple mutante WRKY7(L84R) se comporta igual que 
la doble mutante WRKY7(F77R/L84R). Estos resultados nos permiten propone que in vivo 
el efecto causado por la mutación L84R podría ser suficiente para provocar alteraciones 
fisiológicas dado que la mutante WRKY7(L84R) también mantiene siempre una fuerte 
localización nuclear. 
Para analizar la funcionalidad de la versión mutante WRKY11(F58R/L65R) se evaluó 
su la localización subcelular al ser coinfiltrada con CaM. En la Figura 20 podemos observar 
que la mutante WRKY11(F58R/L65R) mantiene una fuerte localización nuclear, al igual que 
la mutante WRKY7(F77R/L84R), esto nos permite corroborar los residuos propuestos como 
necesarios para la interacción entre este factor y CaM por Park y colaboradores (2005). 
Además podemos ver como los tratamientos con Flg22 o CaCl2 no tienen ningún efecto en 
la versión mutante a diferencia de lo observado en la Figura 15 y 16, donde el tratamiento 
con Flg22 y CaCl2 en la versión silvestre WRKY11, genera la pérdida de la localización 
nuclear. Esto nos permite corroborar que las alteraciones en la localización nuclear 
observadas bajo el tratamiento con Flg22 y CaCl2 son dependientes de la interacción con 
CaM y que es la formación del complejo Ca+2/CaM -WRKY 11 el responsable de la perdida 
de la localización nuclear. 
Estos ensayos nos permiten explicar por qué los residuos predichos por Park y 
colaboradores (2005), son los necesarios para esta interacción y  comprobar que la 
interacción WRKY – CaM mantiene a los factores WRKY fuera del núcleo causando 
finalmente su degradación vía proteosoma y que esta interacción está regulada por la 






5. Análisis funcional de la regulación de los factores de transcripción WRKY7, -11 y -
17 en la represión de UPR, durante la respuesta de defensa. 
Durante el establecimiento de la respuesta de defensa la regulación los eventos 
tempranos de señalización inducidos por el patógeno, como son el flujo de Ca+2 a través de 
la membrana plasmática, la activación de cascadas de señalización dependiente de proteínas 
kinasas y la acumulación de ROS, y la síntesis de proteínas antimicrobianas del tipo PR, para 
montar una respuesta de defensa efectiva contra el patógeno depende de la acción de SA. 
La exposición de plantas a SA genera alteración de un gran set de genes dentro de los 
cuales los más estudiados son los genes PRs (Delaney et al., 1994), la mayoría de las cuales 
son clientes de retículo o incluso corresponden a proteínas chaperonas residentes en el 
retículo, debido a esto la actividad basal de la vía secretora de proteínas no es suficiente para 
adaptarse al marcado aumento de la síntesis de proteínas PR. Es por esto que se ha propuesto 
una coordinación en la regulación de la maquinaria de secreción con el establecimiento de la 
respuesta de defensa de manera de asegurar el correcto plegamiento, modificación y 
transporte de las proteínas PR. Consistente con esta hipótesis, el gen residente de RE, BiP se 
induce antes de la acumulación de PR1 (Wang et al., 2005). 
Dentro de ellas una de las mejor caracterizada y utilizada como marcador es PR1, a 
pesar que su actividad y función fisiológica se desconocen, estudios en tomate y tabaco les 
han atribuido función anti fúngica (Alexander et al., 1993; Niderman et al., 1995) que 
presentaría actividad en el espacio extracelular ya que corresponde a una proteína de 
secreción (Watanabe et al., 2013) cuya secreción ha sido asociada la homeostasis de ER, 
demostrándose que plantas con alteraciones en la maquinaria de secreción del retículo 
presentan alterada la capacidad de secreción de PR1 (Moreno et al., 2012; Wang et al., 2005).  
En nuestro laboratorio hemos demostrado que plantas mutantes en los factores de 
transcripción WRKY7, -11, -17; presentan una mayor acumulación de transcritos de genes 
que codifican para distintas proteínas chaperonas de RE, en comparación con plantas WT 
(Arraño-Salinas, manuscrito en revisión, Molecular Plant). Adicionalmente, en esta tesis 
hemos demostrado que los factores de transcripción WRKY tendrían una regulación post 
traduccional mediada por CaM y dependiente de cambios en la [Ca+2]Cyt (Figs. 10 a 17). 
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Sabiendo la importancia de una correcta homeostasis en el retículo para el establecimiento 
de una respuesta de defensa efectiva, decidimos analizar la capacidad de secreción de PR1 
en plantas doble mutantes en los factores de transcripción WRKY7, -11, -17, con la finalidad 
de analizar la importancia de la regulación mediada por Ca+2/CaM – WRKY, en la represión 
de UPR durante la respuesta de defensa. 
En nuestros análisis observamos que ambas plantas mutantes, wrky11/17 y wrky7/11, 
tratadas con SA, presentan una menor secreción de PR1 en comparación con la planta WT, 
siendo la planta doble mutante wrky11/17 la que presenta la menor secreción, 
aproximadamente la mitad que la planta WT. Al observar el extracto total podemos ver que 
esta mutante muestra una mayor acumulación de PR1 total, lo cual es consistente con los 
datos obtenidos por Journot-Catalino et al., 2006, quienes mediante q-PCR detectaron una 
mayor acumulación del trascrito de PR1 en esta mutante. Considerando que esta mutante 
presenta una mayor acumulación de transcrito y de proteína podríamos esperar que de la 
misma manera presentara una mayor secreción de PR1. Sin embargo, nuestros resultados 
muestran el comportamiento opuesto no obstante, hay estudios que muestras que una 
excesiva acumulación de proteínas chaperonas provoca la retención de proteínas en el RE y 
por lo tanto afecta la correcta secreción de ellas (Ayala Yánez and Conn, 2012; Yasuda et 
al., 2009), más aun se reportó que la sobre expresión de la proteína chaperona BiP genera un 
efecto inhibitorio en la acumulación de proteínas de almacenamiento en el endospermo de 
semillas de arroz, esto debido a la retención proteínas en el RE (Yasuda et al., 2009). Estos 
antecedentes nos permiten proponer que el aumento de proteínas chaperonas en la mutante 
wrky11/17 causaría la retención de PR1 en le RE. 
Por otro lado la mutante wrky7/11 presenta alterada tanto la acumulación de PR1 total 
como la secreción de esta proteína al compararla con las planta WT (Fig. 22). Dado que esta 
mutante presenta una menor cantidad de PR1 total no es posible determinar si la baja 
secreción observada se debe a una disminución en la capacidad de secreción o simplemente 
a la menor presencia de proteína. Kim y colaboradores (2006) describieron que la mutante 
wrky7 presenta una menor acumulación de transcrito de PR1 a 24 horas en comparación con 




Estos resultados evidencian la importancia de la acción de los factores WRKY en la 
represión del UPR gatillado durante la respuesta de defensa, sin embargo también se sabe 
que la inducción de la vía secretora es fundamental para el correcto establecimiento de la 
respuesta inmune (Wang et al., 2005). Recordemos que los factores WRKY 7, -11 y -17 han 
sido propuestos como reguladores negativos de la respuesta de defensa y de UPR sin 
embargo, se inducen tempranamente tras el reconocimiento del patógeno o el tratamiento con 
SA, en con junto con el aumento de la [Ca+2]Cyt, que, tras los experimentos realizados en esta 
tesis, sabemos regula la localización subcelular de los factores WRKY de manera 
dependiente de CaM. Tomando en cuenta todos estos antecedentes podemos proponer que la 
interacción entre los factores WRKY y CaM regula negativamente la función de los factores 
WRKY en el núcleo de manera dependiente de calcio, de esta manera tras el reconocimiento 
del patógeno y la acumulación de los factores WRKY el aumento de calcio en el citosol va a 
provocar una mayor afinidad de CaM por los WRKY, manteniéndolos fuera del núcleo y 
causando finalmente su degradación vía proteosoma. Esto va a permitir que las proteínas 
chaperonas blanco de estos factores se acumulen de manera de inducir la vía secretora y 
permitir el correcto establecimiento de la respuesta inmune. A medida que las 
concentraciones de calcio en el citoplasma disminuyan los factores WRKY dejarán de 
interactuar con CaM permitiéndose su acción como represores de UPR en el núcleo. Esta 
regulación vía Ca+2/CaM permitiría que los factores WRKY reprimieran UPR en el momento 
oportuno evitando una tanto una incorrecta activación de la vía secretora, como la retención 
de proteínas como PR1 debido a una sobreacumulación de proteínas chaperonas, de esta 
manera permitiendo una correcta homeostasis de retículo y el efectivo establecimiento de la 











Los análisis de interacción proteína-proteína, mediante BiFC, nos permiten concluir que 
los factores WRKY 7, -11 y -17 interactúan in vivo con CaM en el citoplasma de la célula, 
de manera dependiente de calcio. Además, la interacción WRKY- CaM regula negativamente 
la localización subcelular de los factores WRKY en el núcleo, causando finalmente su 
degradación vía proteosoma. 
La vía de señalización gatillada por el péptido efector, flagelina, regula positivamente la 
interacción de los factores WRKY 7, -11 y -17 con CaM, siendo los flujos de calcio en el 
citosol, responsables de esta regulación para el caso de los factores WRKY 11 y 17. 
Utilizando mutagénesis sitio-dirigida se logró verificar que los residuos F77 y L84 son 
necesarios para la interacción entre el factor WRKY 7 y CaM. Adicionalmente, se determinó 
que los residuos F58 y L65, son necesarios para la interacción entre el factor WRKY 11 y 
CaM. 
Mediante el análisis de la capacidad de secreción de PR1, en plantas mutantes dobles 
wrky11/17 y wrky7/11 se determinó que la secreción de esta proteína se ve alterada en la 
mutantes wrky11/17 y su acumulación se ve afectada en la mutante wrky7/11 evidenciando 






Figura A1: Digestión de vectores. Gel representativo de los resultados obtenidos por la digestión 
del vector pENTR/D-TOPO/WRKY11 con la enzima AVAI. Se cargó la digestión de 4 clones (Dig. 






Figura A2: Alineamiento de la secuencia de los factores WRKY 11 y WRKY17. Utilizando 
Clustal Omega, se realizó el alineamiento de la secuencia aminoacídica de los factores WRKY11 y 















Figura A3: Alineamiento de la secuencia del modelo 4QAR y CaM2. Utilizando Clustal Omega, 
se realizó el alineamiento de la secuencia aminoacídica de utilizada en el modelo 4AQR (Tidow et 
al., 2012) y CaM2 este alineamiento se utilizó para obtener los modelos por homología. Se determinó 






Figura A4: Estabilidad conformacional del CaM-binding domain de los factores WRKY en 
agua. Estructuras representativas de las hélices, se realizaron simulaciones de dinámica molecular de 
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